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Valorisation combinée du lisier de porc et du permuta de lactosérum de

fromagerie par fermentation aérobie au moyen d’une culture de levures
Résumé

La disposition des fortes quantités de lisier de porcs produites par des €levages
intensifs est une réalité et un probléme indéniable. En fait, de nombreuses études
se sont intéressées depuis des décennies a cette question en proposant divers
traitements chimiques et/ou biologiques visant sa décontamination ; les solutions
proposées vont de la production de biogaz jusqu’au recyclage alimentaire en
passant par l'épandage et le compostage. Toutefois, vu les limites (coflts
d’exploitation, etc.) relatives a ces différentes conclusions, il nous est apparu que
la voie du recyclage alimentaire était la plus prometteuse. Nos travaux onc porté
sur la fermentation combinée du lisier de porc et durpermuta de lactosérum de

fromagerie avec une culture aérée de levures.

Pour ce faire, nous avons mis au point un milieu composé de lisier de porc et de
perméat de lactosérum de ffomagerie auquel nous avons ajouté les souches de
levures  (Kluyveromyces. marxianus, Kluyveromyces sp. Golden cheese,
Trichosporon cutar eum, Saccharoinyces boulardii) en compétition. Puis, nous
avons soumis le tout a la fermentation aérobie. Nous avons aussi étudié |'impact
du ratio C:N sur la g rolifération des cellules et le ratio C:N de 10:1 obtenu avec un
mélange lisier/perméat de lactosérum de 45%/55% (v/v) s’est révélé comme la
plus appropriée a supporter la croissance des levures. Ainsi, aprés avoir
sélectionné la souche de levure ((K. marxianus) bien adaptée a s’y développer
abondamment, nous avons utilisé un bioréacteur qui a perinis de minimiser les
coflts traditionnellement liés & la fermentation aérobie, c’est 2 dire le contréle de la

température, la dissolution de I’oxygene et la production de mousise.
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Par ailleurs, cornme le produit final visé était destiné a I’alimentation des porcs,
nous avons travaillé dans les conditions les plus susceptibles de limiter la
prolifération de pathogeénes (pH 4,5 ou moins) et de réduire les odeurs typiques
de lisier. Cette fermentatior nous a permis, a une températuré:n’excédant pas
30°C et sous un taux de dilution (D) de 0.11h"", de conserver une concentration
en oxygene dissout légérement supérieure 2 O ppm, d’obtenir une biomasse riche
en levures (2.8x109) et en protéines (30%), et d’éliminer les mauvaises odeurs du
lisier. En somme, nous avons établi & travers cette nouvelle approche de
traitement biologique, qu’il est possible de disposer du lisier de porc en le
fermentant 2 moindre cofit, au moyen d’un dispositif simple. Cette approche
nécessite une supplémentation en perméat de lactosérum de fromageric et
I"inoculation d’une souche appropriée de levures. Le produit fermenté obtenu est
riche en protéines potentiellement utilisables pour I’alimentation des porcs et

pourrait aussi servir comme source de probiotiques.

Amenan Rose Koffi

Auteur de la thése
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Valorisation combinée du lisier de porc et du perméat de lactosérum de

fromagerie par fermentation aérobie au moyen d’une culture de levures

Reésumé court
" La présente étude vise i prcddire, a partir de la fermentation d’un milieu
composé de lisier de porc, de perméat de lactosérum de fromagerie et inoculé au
moyen d’une levure adaptée, une biomasse microbienne riche en protéines et
destinée a I’alimentation des porcs. Pour ce faire, nous avons congu un dispositif
simple et peu cofiteux constitué essentiellement d’un bioréacteur a cellules
immobilisées. Nous avons travaillé & maintenir des conditions ne favorisant pas
la prolifération de pathogenes (pH 4,5 ou moins) et prévenant la formation de
mauvaises odeurs. Les résultats obtenus montrent que le produit final issu de la
fermentation est effectivement viche en protéines (30%) et présente un profil en
acides aminés essentiels comparable a celui de levures commerciales. En
somme, il resscrt de notre étude qu’il est possible de disposer du lisier de porc en
le fermentant & moindre cofit, et au moyen d’un dispositif simple, en
combinaison avec du perméat de lactosérum de fromagerie et en présence d’une
souche appropriée de levures, pour en faire une biomasse levurienne enrichie en

protéines que I’on peut destiner i 1’alimentation des porcs.
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INTRODUCTION

Encore aujourd’hui, & une époque que nous pouvons qualifier de postindustrielle, les
élevages d’animaux continuent de jouer un r6le important. C’est par millions de par
_Te monde que les porcs, les beeufs, les moutons, les poulets, etc. sont produits et
abattus chaque jour pour se retrouver dans les supermarchés. L’€élevage porcin figure
toutefois parmi les productions agricoles considérées comme les plus agressives
contre I’environnement. En effet, la demande de plus en plus forte pour la viande de
porc combinée a la rareté des espaces disponibles et la haute compétitivité
internationale n’ont pas manqué de pousser les éleveurs & opter pour I’intensif en
lieu et place de I’extensif. Ainsi, c’est par milliers que les porcs se retrouvent dans
des enclos et aires d’élevage. C’est donc chaque année des volumes considérables de
lisier (25 millions de m® au Canada) qui sont ainsi produits et dont il faut disposer ;
ce qui est de plus en plus difficile dans les zones ol il n’existe pas assez de surfaces
disponibles pour recevoir toute cette charge organique. En outre, I’épandage qui est
le moyen de disposition le plus commun a atteint ses limites & cause de la forte
charge polluante du lisier (DBOs =19 000mg/L) qui occasionne des pollutions
olfactives (air), aquatiques (cutrcphisation des rividres) et pédologiques
(contamination de la nappe phréatique), sans omettre les cofits faramineux lids 2
I'épandage et sans compter I’hostilité sans cesse grandissante des populations
riveraines. C’est dire que la disposition du lisier de porc compte parmi les
principaux probleémes agricoles que doit affronter le Québec et le Canada tout autant
que le reste de la planete. Il n’est donc pas surprenant que des chercheurs aient

réfléchi sur la manidre de le traiter et d’en disposer en respectant I’environnement.
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Parmi les nombreuses études consacrées a la disposition du lisier de porc, certaines
visaient divers traitements (chimiques et/ou biologiques) en vue de sa
décontamination, ou le développement de méthodes permettant de réduire la charge
orgahique du lisier (les différents paliers de valorisation des sous-produits
industriels sont présentés en annexe A). Elles voulaient donc réndre moins polluant
et moins odorant le lisier par une digestion aérobie. Malheureusement, c’est une
approche qui s’avéra cofiteuse en pratique puisqu’elle nécessitait des apports
considérables d énergie. (Burton et Farrent, 1995 ; Ginnivan gt al., 1981 ; Doyle ct
De La Notle 1¢87). D’autres se¢: sont orientées vers la possibilité de produire du
biogaz, tentant ainsi de faire du lisier une source d’énergie par digestion anaérobie
(Evans et al., 1982 ; Lin et al., 1997). Cette approche ne présentait toutefois que peu
d’intérét dans les endroits ol sont concentrés les élevages intensifs de porcs (les
pays occidentaux). En effe,, la disponibilit¢ de 1’énergie ne constitue pas un
véritable probléme pour ces contrées, d’oll le peu d’intérét que peut offrir la
production de biogaz (Massé et al., 1995). C’est par exemple le cas du Canada, des

USA, de la Grande-Bretagne etc.

On peut également faire état d’études sur le compostage (compost et litidres
biomaitrisées) a partir du lisier de porc (Tiquia et al., 1997 ; Percheron et al., 1997),
“ou le recyclage alimentaire du lisier (Harmon et Day, 1974 ; Bhattacharia et Taylor,
1975 ; Smith et Calvert, 1976 ; Fontenot et Webb, 1975). En effet, la littérature
rapporte que le lisier de porc posséde un potentiel sur le plan nutritif (Westerman 2t
al,, 1985). C’est dire que cet effluent polluant est un sous-produit qui peut étre
utilisé autrement que pour la fertilisation tout en évitant la pollution
environnementale. La technique consistait soit & inclure directement le produit du
séchage du lisier dans la ration alimentaire des porcs, ou encore, 2 donner a boire
aux porcs (Diggs et al., 1965), du lisier ayant séjourné dans une fosse aérée. (annexe
A) C’est dans cette voie de recyclage alimentaire du lisier de porc cue s’inscrit notre

démarche, notre thése.




En fait, notre préoccupation est de savoir s’il est possible de recycler le lisier de porc
en une biomasse levurienne, exempte de pathogénes, qu’on peut destiner a
I’alimentation des porcs ? Une approche analogue a été décrite dans un brevet
américain datant d’une trentaine d’année (Roger, 1970) montrant que le lisier de
porc a été fermenté au moyen d’une source carbonée (la mélasse) et de la levure
" Candida albicans. Toutefois, le développement commercial de cette 1:chnologie
semble avoir été handicapé tant par des considérations économiques (prix de la

mélasse) que techniques (conception du bioréacteur aéré).

Il ne s’agit donc pas, comme dans les études précédentes, de simplement sécher ou
désodoriser le lisier pour le donner ensuite 3 consommer aux porcs. Si nous savons
que le lisier peut étre recyclé comme aliment pour le porc, nous savons aussi qu’il
est relativement riche en azote ammoniacal (2-4g/L), principal élément polluant du
lisier par rapport aux autres nutriments tels que le carbone qui est facilement
assimilable par les micro-organismes. Or, nous nous sommes fixés pour objectit de
faire en sorte que le recyclage alimentaire du lisier de porc aboutisse a un produit
qui soit enrichi en protéines (biomasse protéique). Il fallait donc trouver le type de
micro-organismes capable de fixer efficacement I’azote contenu dans le lisier et de
le transformer en protéines de bonne valeur nutritive. Le choix s’est ainsi porté sur
les levures. Ces dernigres sont en effet bien connues pour leur innocuité alimentaire
et la plupart d’entre elles se prétent bien A I’exploitation industrielle. Ainsi sont-elles
régulierement utilisées dans la panification et diverses fermentations alcooliques

pour la production de vin, de cidre, de bigre, de spiritueux (Barnett et al., 1990).

Cependant, les levures ne peuvent utiliser efficacement 1’azote du lisier que si elles
trouvent dans le milieu de culture, une source de carbone facilement assimilable
pouvant fournir I’énergic nécessaire 2 leur croissance et 4 la syntlidse protéique

visée.
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Pour satisfaire ce besoin, nous nous sommes donc tournés vers le perméat de
lactosérum, un substrat riche en carbone fermentescible, mais surtout un effluent
produit en quantité (145x10° t par année au monde) comparable au lisier et gui tout
comme ce dernier porte une charge polluante trés élevée (DBO: 30 000 a 50 000
mg/L). Rappelons que le lactosérum contient des protéines de haute valeur nutritive
qui peuvent &tre récupérées pour I’alimentation humaine ; mais le perméat étant un
dérivé déprotéiné du lactosérum a une valeur commerciale quasi nulle. La levure
pourra utiliser et 1’azote (contenu dans le lisier) et le lactose du perméat de

lactosérum pour proliférer et donier 1a biomasse recherchée.

Mais il ne suffit pas de mélanger du lisier, du perméat de lactosérum et des levures
pour obtenir spontanément une biomesse riche en protéines. C’est en ayant cette
préoccupation 2 1’esprit que nous avons cherché et déterminé la méthode permettant
d'atteindre ce résultat, & savo.r la fermentation aérobie. En fait, au lieu d’entreposer
le lisier et I’épandre par la st ite pour fertiliser des plantes qui convertiront 1’azote
ammoniacal en protéines végétales destinées a 1’alimentation animale, notre
démarche consiste a donner directement le lisier & des micro-organismes (les
levures) qui, tout en fixant I’azote ammoniacal, le transforment également en
protéines mais par le truchement d’une fermentation aérobie. En somme, en
combinant du lisier, du perméat de lactosérum et des levures, nous comptons utiliser
la ferm=ntation aérobie pour produire une biomasse protéique destinée 2

I’alimentation des porcs.

Concretement, cette étude fera I’objet de quatre chapitres. Dans un premier temps, le
point sur 1'état des connaissances sera effectué (chapitre I). Dans un deuxieme
mouvement, nous tenterons de définir un milieu de culture a faible co(it de nature a
permettre la production de protéines microbiennes utilisables a2 une plus grande

€échelle, par les producteurs de porcs.
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Il s’agira plus précisément d’essais a I’échelle de laboratoire (chapitre II) qui
permettront de fournir les prérequis pour une plus grande échelle, c’est a dice
s’assurer que les levures sont capables de se développer abondamment dans un
mélange lisier/perméat. Ce sera I’occasion de déterminer dans quelle proportion il
convient de combiner le lisier et le perméat pour obtenir un bon développement des
différentes souches de levures dans un milieu constitué de lisier de porc enrichi de
perméat de lactosérum, et de manitre a sélectionner ces levures pour ne retenir que
la plus performante. Il faudra aussi déterminer dans quels rapports 1'utilisation d’une
telle levure permettrait d’obtenir un milieu apte a assurer une ~roissance maximale

tout en évitant la prolifération des pathogenes.

Quant au troisieéme chapitre, nous y ferons état de notre démarche expérimentale 2
I’échelle pilote. Nous nous attacherons a vérifier un certain nombre de parametres
qui nous permettront d’étre efficaces et proches de la réalité, ainsi que les résultats
obtenus qui nous ont permis de sélectionner le bioréacteur avec lequel nous avons
travaillé pour la suite des essais. Enfin, le chapitre IV sera consacré a I’optimisation
des résultats obtenus au chapitre III. Il s’agira plus précisément d’améliorer la
performance du bioréacteur et de vérifier un certain nombre d’éléments nécessaires

pour évaluer au plan nutritionnel le produit issu de la fermentation.

Soulignons que nos expériences (aprés une période d’essais de faisabilit¢ en
laboratoire) se sont essentiellement effectuées 2 I’échelle pilote de maniere 2 ce que
les conclusions ne risquent pas d’étre en déphasage avec la réalité. Elles ont conduit
a des conclusions qui figurent dans nos différents chapitres et qui sont le résultat
d’expériences plusieurs fois répétées dans les mémes conditions mais avec des

substrats industriels dont la composition pouvait varier légérement dans le temps.



Les différentes expériences réalisées au cours de ce projet nous ont permis
d’observer que les résultats étaient chaque fois semblables. Par ailleurs, notre
préoccupation €était d’obtenir un produit final qui ne sente pas, qui soit excmpt de
pathogeénes et qui soit riche en protéines. Ce sont 12 des points que nous considérons
comme critiques. Au cours de nos expériences, nous nous sorhmes par conséquent
employés a les maitriser, notamment en contrflant entre autres, le niveau d’oxygeéne

" dissout dans le milieu et le pH.




CHAPITRE 1

Etat des connaissances



Nous allons utiliser un certain nombre d’éléments dans la présente étude: les
effluents d’élevage porcin qui appartiennent a la catégorie des déjections animales,
le perméat de lactosérum de fromagerie et la levure Kluyveromyces marxianus.
L’étude consiste & soumettre le lisier de porc additionné de pérméat de lactosérum
de fromagerie et de levures & une fermentation aérobie pour en faire un produit

alimentaire destiné aux porcs.

Dans ce premier chapitre consacré a une revue de littérature, nous porterons
successivement notre attention sur ce que nous avons appelé les éléments de base de
notre étude & savoir, les déjections animales (I), le perméat de lactosérum (II) et
Kluyveromyces marxianus (III). Ces éléments devant étre soumis & un processus de

fermentation, ce point sera égaleraent abordé par la revue de littérature (IV).

I ; Diverses utilisations des déjections animales

L’utilisation des iéjections animales commande une meilleure connaissance de leur
nature et de leur composition. Les déjections animales peuvent étre définies comme
les matieres fécalzs excrétées par les animaux. Dans cette partie de notre étude, nous
mettrons d’abord I’accent sir le lisier de porc, puis suivront [’utilisation des
déjections animales comme :ertilisant ou autre et comme supplément alimentaire

pour les animaux.




I Les effluents d’élevage porcin

Bien que le lisier de porc soit le matériel central dans cette étude, il est nécessaire de
défini- certains termes rattachés aux déjections animales de fagon générale afin de
_lever toute équivoque. En effet, ces déjections peuvent étre stockées sous des formes
différentes représentant chacune un milieu de propagation des micro-organismes.

C’est pourquoi, il convient d’entrée de jeu d’en préciser la signification et de donner

la composition du lisier de porc.

1.1 Définitions

Le terme fumiers est souvent utilisé pour désigner a la fois le fumier (solide), le
lisier et le purin. Le fumier est le mélange des déjections (f2ces et urine) et de la
liti2re. Le purin est le liquide noirtre qui s’écoule des amas de fumier solide. Bien
qu’il existe plusieurs variantes de la définition du lisier de porc (Heduit et al., 1978;
De Waele et al., 1974), nous retenons que ce dernier se compose d’'un mélange

liquide des urines, des déjections animales, d’eau et de débris alimentaires.

Les effluents d'élevage porcin sont trés variables tant du point de vue apparence que
du point de vue composition physico-chimique; avant d’envisager quelque
traitement de valorisation que ce soit, nous devons prendre en considération la

composition chimique et microbiologique de ce sous-produit d’élevage.
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1.2 Composition chimique du lisier

La composition exacte est complexe et varie selon les conduites d'élevage, I'espece
animale, les rations alimentaires, la durée et le mode de conservation, I’dge et la
fonction des animaux. On peut donc considérer chaque lisier comme un cas d’espece
EPearce, 1975; Williams et Svans, 1981). Les rations alimentaires sont constituées
d’hydrates de carbone, de protéines, de nutriments inorganiques (N, P, K), et de
beaucoup d’éléments mineurs. On y trouve aussi des additifs tels que les

antibiotiques, le cuivre et le zinc (Cluis et Couture,_1987).

1.2.1 L’eau

Le lisier de porc constitue un produit qui, sous sa forme naturelle, contient une
importante proportion d’eau, des minéraux et des matieres organiques (Lemelin et
al., 1992 ; Heduit et al., 1978; Burton, 1992; Cluis et Couture, 1987). Cet excrément
liquide contient environ 92 3 95% d’eau mais est fortement odorant ¢t hautement
polluant. Le principal constituant du fumier et du lisier est donc I’eau (H;O) qui
provient essentiellement de 1'urine, du débordement des abreuvoirs, du lavage des

installations et des précipitations liées au climat.

1.2.2 Les éléments minéraux

Les trois éléments fertilisants majeurs du lisier sont le phosphore (P,0s), le
potassium (K;0) et l'azote (N); ce dernier se trouve aussi bien sous forme
ammoniacale qu’organique. En moyenne 80% du phosphore et 87% du potassium
de la ration alimentaire ne sont pas retenus par 1’animal (Heduit et al., 1978 ; Cluis
et Couture, 1987). Le phosphore est & 90% excréi dans les féces. L’excrétion du

potassium se fait 2 80% dans les urines.

L ——— Y
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Le potassium est donc sous forme soluble dans le lisier et sa disponibilité est aussi
grande que dans les engiais inorganiques. Les autres éléments minéraux sont
apportés par les feces a ’exception du sodium excrété au 2/3 dans l'urine, et sont
moins facilement assimilables par les plantes. Le cuivre et le zinc se retrouvent en
concentrations relativement élevées dans le lisier parce que ce sont des additifs

alimentaires utilisés comme facteurs de croissance.

1.2.3 La matiere organique

Les principaux composés organiques retrouvés dans le lisier de porc sont
essentiellement les protéines, les glucides, les lipides, la cellulose et I’hémicellulose,
la lignine, les acides aminés et les acides organiques dont les constituants chimiques

les plus importants sont le carbone, ’oxygene, 1’azote et le soufre (Anderson et al.,

1987).
1.2.3.1 LaDBO et la DCO

La charge polluante d’un effluent est déterminée par trois parametres qui sont la
DBO (demande biochimique en oxygéne), la DCO (demande chimique en oxygeéne),
et les MES (matitres en suspension). La fraction des composés organiques
facilement biodégradables (digestibles) par les micro-organismes aérobies du milieu
est désignée par la DBOs (demande biochimique en oxygene sur 5 jours). La DCO
correspond a la fraction oxydable par un oxydant chimique, le bichromate de
potassium (K;Cr,0O). Selon Burton (1992), seulement un peu plus de la partie
représentant la DBO est métabolisable par activité microbienne., Le rapport
DCO/DBOs représente la biodégradabilité d'un effluent et donc son aptitude 2 étre

dégradé par voie biologique.

s
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Si ce rapport est supérieur 4 3, I’effluent est difficilement biodégradable (Burton,

1992; Heduit.et al. 1978). (Ce rapport est d'environ 3,4 pour le lisier).

Le lisier contient en plus de cet ensemble complexe d’éléments, une importante flore
microbienne, constituée de tous les germes des matiéres fécales, y compris a
I’occasion des germes pathogénes (Boutin et al., 1988; Bisaillon et al., 1984;
Bhattacharya et Taylor, 1975; De Waele gt al.,, 1974 De Waele et al.,, 1974;). C'est
ce que nous allons voir A travers sa composition microbiologique. A cause de sa
grande concentration en micro-organismes et en matiéres organiques, le lisier
requiert pour sa décomposition, une quantité importante d’oxygene (Boutin gt al.,

1988).
1.3 Composition microbiologique du lisier de porc

Le lisier de porc entreposé contient des micro-organismes qui proviennent de
I’intestin des animaux et du milieu environnant (Bisaillon et al., 1984). C’est un
milieu nutritif qui favorise la prolifération d’une flore complexe pouvant y satisfaire
ses besoins nutritifs. Il représente ainsi un milieu de culture propice a la propagation
d'un grand nombre de micro-organismes, notamment psychrotrop s, mésophiles,
thermophiles, coliformes, aérobes, anaérobes, levures et moisissures, protozoaires,
virus etc. (Bisaillon et al., 1984). Cette flore sécréte des exoenzymes qui attaquent
les molécules cumplexes, et les lysent pour les réduire en matériaux simples
assimilables. Cetie forte présence de miicro-organismes dans le lisier pourrait, dans
une certaine mesure, géner la croissance souhaitée des levures par compétition pour
le substrat. En outre, la présence de pathogénes peut constituer une entrave quant 2

la possibilité de recycler le produit fermenté dans I’alimentation des porcs.




[
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Les transformations du lisies en cours de conservation différent suivant les
conditions d’oxydoréduction existantes (De Waele et al., 1974). La décomposition
est dite aérobie ou anaérobie selon qu’elle s’effectue en présence ou non d’oxygene.
Le procédé anaérobie produit des gquantités importantes de ‘ gaz responsables de
'odeur typiqu: du lisier entreposé. En condition aérobie, les micro-organismes
trouvent suffisamment d’oxygéne pour couvrir leurs besoins énergétiques en
oxydant les glucides et les lipides principalement. Ces composés complexes sont

alors transformés en des produits volatiles, en nitrite, nitrate et sulfate (De Waele et

al., 1974).

2 Utilisation des déjections animales comme fertilisant

La fertilisation d'un sol consiste & améliorer I’aptitude de ce dernier & supporter le
développement et la croissance des plantes en lui apportant des éléments organiques
ou minéraux limitants. Cette technique est connuc sous le terme d’épandage, qui
peut étre défini'comme I’action d’étendre en dispersant sur ou dans le sol. Appliqué
au lisier, la notion de répartition est doublée d’un but de fertilisation : rapporter aux
sols, les éléments fertilisants utilisés par les plantes de la culture précédente. De
fagon générale, le fumier a toujours été apporté sur les champs, alors que Ie lisier a
longtemps été considéré comme un sous-produit dont il fallait se débarrasser, surtout

par déversement dans les cours d’eau (Anonyme, 1984).

Traditionnellement donc, les déjections animales ont été appliquées aux sols soit
pour fournir des éléments nutritifs nécessaires aux cultures, soit comme
amendement du sol, ou tout simplement pour se débarrasser d’un sous produit plutdt
embarrassant. Le lisier fournit au sol une certaine quantité des principaux éléments

fertilisants enlevés par les récoltes.
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Quoiqu’il en soit, ces excréments jouent un role important dans I’entietien de la

fertilité du sol et la production végétale compte tenu de ses teneurs en azote (N),

phosphore (P) et potassium (K).

, 2.1 Essor de la production porcine et son impact

Les productions porcines ont connu un essor particulierement remarquable au cours
des derniéres années. Selon [!'organisation pour I’alimentation et I’agriculture
(FAQ), la demande mondiale de viande de porc est telle qu’il faudrait doubler sa
production. L’enjeu est donc important pour le Québec povr qui I’industrie porcine
serait la plus rentable de tout le secteur agricole mais aussi la plus polluante. En
effet, le porc représentait un chiffre d’affaires de 700 millions de dnllars en 1996 et
assurait 5000 emplois dans les fermes (Nadeau, 1996). Cette industrie génére

malheureusement des sous-produits indésirables.

Les régions od la production porcine s'est fortement développée ne sont
généralement pas productrices de céréales a paille ou de tout autre culture
susceptible de fournir un substrat pouvant servir de litiere pour les animaux. Cette
situation a eu pour résultat, I'augmentation de la population animale sur des surfaces
restreintes (Burton, 1992). La conception des bétiments a ainsi évolué vers un
équipement permettant de diminuer la main d’ceuvre et de supprimer la litiere
(Heduit et al., 1978). Ainsi, le caillebotis a remplacé la litiere et les léjections a'ont

plus été collectées sous forme de fiumier mais sous forme liquide.

po—
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C’est principalement cette présentation liquide qui est a I'origine des problemes ligs
au lisier de porc aujourd’hui (Donhan et al., 1985; Williams et Evans, 1981; Heduit
el al., 1978). Au Québec, I’élevage de porcs génere des volumes importants de lisier
(25 millions d: metres cubes par année) entrainant des difficultés énormes de
disposition. De ce fait, l'élimination du lisier de porc constitue une préoccupation
"environnementale de premier plan. Le schéma de disposition typique comporte trois

étapes qui peuvent se résumer comme suit :

-1 le lisier est d’abord recuei'li sous le plancher de la porcherie

-2 il est dirigé par gravité vers la préfosse

-3 il est ensuite pompé dans une fosse généralement extérieure et non ccuverte.
Compte tenu des volumes énormes générés mais aussi de sa valeur fertilisante, la
seule technique disponible présentement pour éliminer efficacement ce sous-produit

est |’épandage (Lagué et al., 1994).

D’ailleurs, pour beaucoup de producteurs de porcs, ’épandage sur champ est le
mode de disposition le plus rationnel et le plus économique. Cependant, ce type de
gestion des rejets d’élevage porcin présente certains aléas. La concentration des
éleveurs dans certaines régions a engendré toute la problématique actuelle liée 2 la
gestion de cet effluent. En effet, 'épandage ne répond pas aux exigences de
I’environnement parce qu'il n'existe simpiement pas assez de terres disponibles dans
le voisinage des porcheries. En fait, c'est lorsqu'il faut se déplacer pour aller épandre
a distance dans un rayon généralement supérieur a deux kilometres que la situation

devient problématique (Nadeau, 1996; Gangbazo et Buteau, 1985).




Par ailleurs, les cofits faramineux liés a I'épandage (équipements, transport) soiit
difficilement supportables par le producteur, sans omettre le facteur climatique et la
capacité insuffisante de certains réservoirs a lisier. Aussi, parce que le lisier ne peut
étre épandu sur un sol gelé, les éleveurs canadiens par exem;}flé doivent se munir
d’une fosse étanche capable de maintenir des volumes de lisier correspondant a au

moins 250 jours de production (Burton, 1992 ; Nadeau, 1996).

L’épandage, seul mode de recyclage agronomique du lisier, est soumis & de
nombreuses contraintes liées a la nature du produit, aux équipements d’épandage, au
climat et & I’insuffisance de capacité de stockage. Il arrive alors qu’on surcharge les
sols par un épandage abusif ou gu'on laisse simplement ['excédent de lisier

s’écouler vers les cours d’eau (Aquatech, 1983).

Le lisier est donc considéré comme un fléau dans les localités oli sont conceatrées
les grandes exploitations porcines telles que les bassins versants des rividres
Yamaska, Chaudiere et I’Assomption ol les excédents de fumier peuvent &tre
évalués 2 environ 300 2 500 tonnes par année (Gangbazo et Buteau, 1985; Cluis et

Couture, 1987). Le probleéme de fond, c’est la densité du cheptel dans une région

donnée.

Malgré les avantages liés a 1’épandage, la disposition massive du lisier a des impacts
négatifs. Ces conséquences tiennent dans le fait que le déversement de grands
volumes de lisier dans les cours d'eau est eutrophisant sans compter que le lisier est
toxique en plus de générer beauccup de désagréments olfactifs pour les populations
riveraines. Enfin, le lisier pouvant &tre porteur de micro-organismes pathogénes, on
comprendra aiséraent les risques élevés de pollution de I'eau. On comprendra
également qu’il puisse comprometrre la santé et la sécurité tant des humains que des

animaux (Anonyme, 1984 ; Donhan et al., 1985 ; Gangbazo et al., 1992).

ST
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2.2 La pollution dcs eaux

Les pratiques d’élevage intensif occasionnent généralement trois formes de pollution

des eaux, 2 savoir une pollution organique, inorganique et microbienns.

L4
[

2.2.1 La polluticn organique

La poliution dans ces conditions résulte de la demande en oxygene du lisier.
L’épandage est responsable d’écoulements considérables de nutriments dans ces
milieux et les matiéres nutritives accélérent la croissance des algues et
I’eutrophisation des cours d’eau. Ces matiéres inorganiques et organiques favorisent
aussi la prolifération des micro-organismes qui utilisent I'oxygene de I’eau pour leur
croissance. Cette activité de biodégradation absorbe beaucoup d’oxygeéne (DBOs) et
peut dans certains cas épuiser I’oxygene dissous dans 1’eau, contribuant ainsi a la

disparition des populations de poissons et de la faune aquatique (Gangbazo et al.,

1992; Burton, 1992).

2.2.2 La pollution inorganique

La pollution inorganique occasionne, quant 2 elle, une contamination des eaux
souterraines et des sols (Spoelstra 1980). En effet, I’ézote du lisier peut conduire 2 Ia
nitrification de sels d’ammonium dans le sol conduisant & la production de nitrates
qui contamineront la nappe phréatique; par ailleurs l'accumulation de phosphore
(P,0s) dans le sol conduit par un phénomene de lessivage a l'eutrophisation des eaux
de surface (Lenis, 1991; Burton, 1992; Aarmink et al , 1995; Sylvestre et Blais,
1986).
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L’élevage porcin s’est aussi développé dans plusieurs pays d’Europe notamment,
I’ Angleterre, les Pays Bas, la France, etc...Certaines régions de la France dont la
Bretagne, la vallée de la Loire, I’Aquitaine (Heduit et al., 1978) sont aux prises avec
la gestion du lisier de porc. La Bretagne constitue la régiéﬁ de France o1 la
contamination de la nappe phréatique est la plus marquée.

¢

2.2.3 La pollution bactérienne

La contamination des eaux de surface par les lixiviats de fumier ou de lisier
s’accompagne généralement d’un taux €levé de bactéries coliformes ainsi que
d’autres bactéries dont certains peuvent étre pathogénes (exeinple : salmonelles,
Campylohacter). Elle constitue un danger pour les humains et les animaux des

municipalités concernées qui consomment ces eaux (Gangbazo et Buteau, 1985).
2.2.4 La pollution olfactive

Le probleme relatif & I'émanation d’odeurs se situe & deux niveaux: celui des
batiments (en raison de I’entreposage et de la manutention) et celw de ’épandage.
Ce dernier constitue d’ailleurs le probléme principal (Burton, 1992). De ce fait, nous

allons nous y intéresser plus en détail.

L’épandage de lisier présente les caractéristiques d’une nuisance olfactive qui peut
se définir comme un phénomene jugé désagréable par les individus qui y sont
confrontés. Il est alors considéré comme une atteinte & leur bien-étre. La nuisance
incommode généralement d’une manidre épisodique et n’a pas d’effet destructif ou

toxique documenté (Lefévre et al., 1978).
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2.2.4.1 Généralités

L'odeur des lisiers est souvent la premigre caractéristique que les gens associent 2 la
pollution agricole. C'est aussi un inconvénient qui rebute c'e;*ains producteurs
agricoles & accepter les lisiers 2 titre de fertilisants; ils préferent alors utiliser des
;ngrais chimiques pour maintenir de bonnes relations avec le voisinage (Caouette et
al., 1993). Réduire le probléme ces odeurs pourrait donc améliorer la qualité de vie
en milieu rural ainsi que I'image de la production porcine. Cela pourrait également
accroitre la demande des lisiers :omme fertilisants, permettan: ainsi d'améliorer la

situation pour les régions aux prises avec des surplus de lisier.

Le contrdle des odeurs est donc devenu une priorité pour l'industrie porcine puisgne
la pollution environnementale est aujourd’hui une préoccupation majeure dans le
monde entier. Les populations vivant aux alentours des porcheries tolérent de moins
en moins les odeurs. Cette réa'ité se traduit par les nombreuses poursuites judiciaires

contre les éleveurs (Arogo et al., 1995; Ritter, 1989; Williams et Evans, 1981)

Il convient cependant de mentionner que le probléme des odeurs occasionnées par
I'élevage de porcs n’est pas nouveau. C’est une situation qui s’est tout simplement
aggravée au fil des années. En effet 'un des premiers exemples de jugement rendu
en matiére de pollution de l'air remonte 2 1611 avec la condamnation par un tribunal
anglais d'un accusé qui avait construit sa porcherie si prés de la maison du plaignant
que l'air en était "corrompu” (Lefévre gt al., 1978). L’odeur étant devenu un facteur
limitant & I’expansion de I’industrie porcine (Davidson et al., 1995), il convient de
comprendre son origine afin de mieux cerner le processus de production et de

suggérer les correctifs appropriés.

P e T

R




2.2.4.2 Origine des odeurs

Dans les conditions habituelles de stockage, le lisier subit naturellement une
fermentation anaérobie compte tenu de sa forte charge organique. La décomposirion
anaérobie étant décrite comme un processus au cours duquel les protéines et les
-glucides sont progressivement convertis en des molécules plus simples (Burton,
1992; Spoelstra, 1980) et ultimement, en méthane (CH,) et en gaz carbonique (COy).
Cette transformation peut également se faire par voie enzymatique telle que

'hydrolyse de l'urée en NH; et en CO;, qui est un processus rapide (Spoelstra, 1980).

/NHZ
0=Q_ + 2H,0 «———"H,C0; + 2NH;
NH,
Urée
Cette fermentation produit donc plusieurs composés intermédiaires odorants (acides
organiques, azcote ammoniacal), et des gaz toxiques dont I"hydrogeéne sulfuré (H,S)
et le méthane (CHy). C’est dire que la fermentation anaérobie produit de hautes
concentrations de composés volatils et malodorants (acides gras volatils, mercaptan,
p-crésol, phénol, scatol, indole amines,...) (annexe E). La dégradation
microbiologique se poursuit aussi longtemps que les conditions environnementales

le permettent (Elliot et al., 1978).

L’azote ammoniacal, en tant qu’élément polluant majeur du lisier de porc, a
fortement motivé notre choix d’utiliser ce dernier comme support (représen‘ant un
cofit nul) pour la croissance de levures, dans un procédé de fermentation aéré. Nous

nous y attacherons donc de fagon plus particuliere.



2.2.4.3 1’ azote ammoniacal du lisier

Les activités agricoles sont la source principale d'émission .d'ammonia:z (NHa)
(Groenestein et Van Faassen, 1996; Andersson, 1996).

D'ailleurs, les émissions de NHj issues des lisiers et fumiers représentent la plus
grande source (80%) de NH; atmosphérique en Europe (Moal, 1994). Le lisier
produit annuellement en Bretagne par l'élevage porcin renferme environ 50 000

tonnes d'azote sous forme ammoniacale (N-NH4")(Aarmink, et al., 1995).

Rappelons que de tous les composés odorants du lisier de porc, le NH; cause le plus
de problemes. En effet, ammoniac peut contribuer a la détérioration de
I’atmospheére de fagon significative. Il contribue a ’enrichissement du sol et des
eaux en azote (Andersson, 1996). Il peut méme contribuer a la dégénérescence de la
forét et a l'extinction de certaines plantes sauvages. Une concentration élevée 2
'intérieur de la porcherie peut influencer la productivité voire la santé des animaux.
I’azote ammoniacal (NH3) est un produit issu de la transformation des composés
azotés (urée, protéines et acides aminés, etc.) des déjections animales qui se
volatilisent au contact de I'air. L'azote est & 30% excrété dans les feces et 4 70%
dans les urines. L'azote urinaire est sous forme uréique et ammoniacale
biodégradable alors que l'azote fécal est sous forme organique complexe et donc
plus lentement dégradé (Jongbloed et Lenis, 1992 ; Lenis, 1991). En début de
stockage, 1'azote ammoniacal représente jusqu'a 75% de l'azote total Kjeldhal (N
organique + NHj). Chez le porc, la totalité de l'azote soluble est sous forme
ammoniacale. Au cours de I'entreposage, au contact de ’urine et des féccs, 1'urée
est converti (comme ci-dessus décrit) rapidement en ammoniac et en gaz

carbonique par ’uréase (enzyme produite par la microflore dans les feces).




En fait, environ 85 % de I’ammoniac provient de 'urée et les 15 % restant, de la

décomposition des protéines non digérées dans les feces (Lenis, 1991 ; Spoelstra,

1980).

L4

Le lisier apperte donc principalement les nutriments azotés a la levure qui en a
absolument besoin pour sa croissance. En fixant ]’azote du lisier sous des
conditions aérobies, pour la synthese des protéines par exemple, les levures lui

enlévent un polluant majeur (NHj;) et contribuent ainsi & sa valorisation.

En opérant de la sorte, le procédé que nous envisageons pourra géuérer une
biomasse protéique tout en atténuant les problémes d’odeur. D’ou I’intérét de

I"utilisation du lisier de porc comme support de croissance microbienne dans ce

travail,

3 Traitements du lisier de porc

De nombreux chercheurs préoccupés par la valorisation du lisier de pore et/ou
I'élimination des odeurs ont orienté leurs efforts vers les traitements par
bioconversions aérobies ou anaérobies. L’objectif de ces approches est de réduire la
charge organique du lisier par la dégradation de ses composés organiques. La
digestion anaérobie conduit 2 la production de biogaz tandis que la digestion aérobie
permet une stabilisation biochimique du lisier en éliminant les odeurs nauséatondes
(Ginnivan, 1982; Ginnivan et al., 1981 ; Doyle et De La Noiie, 1987 ; Heduit et al.,
1978.; Evans et al., 1982; Burton et Farrent, 1995). Malgré les avantages de
I'oxydation sur la digestion anaérobic, le probléme principal reste le cofit de

Pénergie.



De fagon générale, les ingénieurs jugent 1’aération forcée trop coliteuse pour £tre
utilisée; par ailleurs, la fermentation anaérobie n’est pas appropriée au contexte
climatique, énergétique et économique du Canada; de plus, elle ne résout que

' partiellement les problémes liés au pouvoir polluant du lisier (Bernier et Bruneau,
1982).

Les limites des systémes biologiques de traitement des déchets sont largement
connuss (Ginnivan et al., 1981) et sont attribuées fondamentalement & I’incapacité
de la microflore indigéne a digérer rapidement et de fagon extensive la matiére

organique dans les conditions environnementales requises.

La tecnnique de .a litiere biomaitrisée, connue au Japon et en Europe depuis plus
d’une décennie, scmble retenir I’attention au Canada depuis quelques années.

Elle consiste 2 maintenir des porcs sur une litiere épaisse qui se transforme
progressivement en compost. C’est donc une technique de compostage in situ des
déjections. Ce procédé condnit 2 la production de CO,, d’H,0, et de matitres

minérale et organique.

e . i o et BN
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Tableau 1.1. Inventaire des techniques de traitement et de recyclage du fumier

(Cournoyer et Bernier, 1993; Heduit.

et al., 1978)

pi- AP 30}

Techniques

Description

Traitement avec retour au sol du lisier teaité

Techniques de séparation

Consiste 2 séparer les solides du liguide

Séparation gravitaire ——— 3 | Est une décantation naturelle
Tamisage » | Permet d’obtenir un liquide 2 plus faible viscosité
Centrifugation _ | la séparation solides-liquide s’effectue par décantation
© | centrifuge
Osmose inverse o | le liquide passe dans le sens du grasdient de concentration
" | sous pression
Désodorisation » | Perraet de limiter I'intensité ou de modifier les odeurs de
Désodorisation chimique lisier soit par adjonction de substance chimique, soit par
Désodorisation par aération introduction d’oxygéne au sein du liquide.
Compostage _ Est un type de fermentation aérobie ol la matitre
- organique est transformée en CO, et H,O ; le compost est
utilisé comme amendement organique pour e sol.
Traitement anaérobie Consiste a stabiliser la  matire organique avec
production de biogaz. On entend par traitement anaérobie
la fermentation méthanique
Traitement sans retour au sol du lisier
Traitements aérobies La biotechnologie aérobie est principalement utilisée
pour réduire la charge ¢ ‘ganique du fumier,
Digestion aérobie » Des micro-organismes stabilisent la  matiére
organique
Réduction marquée des odeurs ascociées au fumier.
boues activées » Consiste en une digestion aérobie suivie d’une
décantation.
lagunage adré » Consiste 2 laisser séjourner longtemps 'effluent dans
une fosse ol un aérateur flottant incorpore
continuellement de Vair.

fosse d'oxydation

le vent permet 'aération de la fosses

Techniques de recyclage

Elles mé&nent A un produit ou un sous-produit utilisable,

Production de protéines unicellulaires
recyclage alimentaire
compostage

le lisier seul ou mélangé avec d’autres ingrédients peut
nécessiter un traitement préalable afin de changer la
nature du substrat et de détruire les pathogénes.
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Au terme de cette partie concernant la gestion du lisier de porc, nous constatons que
I’épandage qui était exclusivement la seule avenue du lisier de porc autrefois,
constitue encore aujourd’hui un mode privilégié de disposition, de ce sous-produit
méme si d’autres maniéres d’en disposer, comme la digestion aérobie ou anaérobie,
1é compostage et la litiere biomaitrisée par exemple, ont fait leur apparition depuis.
Il est 2 noter qu’actuellement on a toujours recours au compostage et a la
fermentation anaérobie (Zhang et al., 1997; Percheron et al., 1997;Tiquia et al.,
1997; Lin et al., 1997 ; Vartak et al., 1997; Kuroda et al., 1996 ). Une avenue déja
proposiée et explorée de recyclage de ces déchets dans 1’alimentation des animaux

mérite néanmoins une attention particuliére.

4 Utilisation des déjections dans 1’alimentation animale

La consommation de déjections par les animaux n'est pas une pratique nouvelle
puisque la coprophagie existe dans le régne animal depuis bien longtemps. Le
recyclage alimentaire du fumier est une pratique naturelle chez les oiseaux et les
animaux sauvages et parfois 12éme chez les animaux domestiques (Rober: et al.,

1975). On I’observe en particulier chez le lapin.

La premiere utilisation de déjections animales pour alimenter des animaux
domestiques remonte au début des années 1900 avec 1’élevage de porcs dans 1’ouest
des Etats-Unis (Council, 1978). Cette alternative de recyclage du fumier fut
précisémcent reconnue en 1916. Sur le plan expérimental, ce n’est qu’au début des
années 1940 que des essais documentés de recyclage alirﬁentaire ont débuté avec

I’évaluation du potentiel nutritif des fumiers (Council, 1978).
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Depuis ce temps, les recherches se sont multipliées. Ainsi, plusieurs producteurs ont
eu & recycler une partie de leur fumier dans l'alimentation des animaux (Robert et
al., 1975). L'intérét de cette pratique s'est intensifié surtout pendant les périodes ou
le coQt des aliments était élevé comparativement au prix des animaux et des produits
animaux. C’est ainsi qu’en 1976, Smuth et Calvert ont nourri des bovins avec des
"fientes de poulet. En 1971, Flegal et Zindet ont nourri des poulets avec leurs propres
excréments. En 1975, Pearce a inclus du lisier de porc dans la diéte de ruminants.
Quant 3 Harmon et ses collaborateurs (1972), ils ont étudié la valeur nutritive du

lisier de porc en vue de son utilisation comme source liquide d’abreuvement pour les

porcs.
4.1 Recyclage alimentaire

Le recyclage alimentaire du furnier a fait I’objet de plusieurs travaux de recherche
(Smith, 1973; Bhattacharya et Taylor, 1975 ; Fontenot et Webb, 1975 ; Harmon et
Day, 1974). Pour Robert et al, (1975), de tous les concepts développés pour
I'utilisation du fumier, seul le recyclage alimentaire des éléments nutritifs pourrait
€tre plus valorisant sans le développement d’une nouvelle technologie. Aussi,
Bhattacharya et Taylor (1975) ont trouvé les déjections animales suffisamment
riches en nutriments assimilables pour que l'on considere leur utilisation dans la
composition des rations alimentaires animales. Cette éventualité pourrait permettre
d'abaisser les colts de production des animaux tout en diminuant les problémes de

pollution causés par certains types de fumier (Ginnivan et al., 1980).

L Al
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Les déjections animales ont une valeur nutsidonn: © non négligeable. La
performance de croissance des animaux nourris wvoe des ations dans lesquelles la
fiente de poulet a remplacé d'autres ingrédicnis n'v o pas altérée de fagon
substantielle si ces rations contiennent des quantitis équi.:lentés de ces nutriments
(Council, 1978). Selon Smith et Wheeler (1979}, le - mier est une ressource
“alimentaire dont le potentiel nutritif et économique es: i :tuellement encore sous
exploité. Chez les ruminants, la valeur économique du fumier serait 3 & 10 fois
supérieure a leur valeur comme source d’éléments feriiisants pour les plantes
lorsqu’il est utilisé comme supplément alimentaire dans 'ne digte bien équilibrée.
D'ailleurs, chez ces derniers, la productivité (lait, perforr ¢ rce de croissance, etc.)
est équivalente A celle des ruminants nourris avec la diiiz conventionnelle. Les
grains de céréales sont naturellement faibles en mincraux -t ¢n protéines brutes. On
pourrait donc améliorer la valeur nutritionnelle de ccs cére ics et ¢quilibrer la ration

alimentaire en y ajoutant du fumier.

traitement préalable

Diggs et al., (1965) ont observé, en incorporant 15% de 'isier de porc séché 2 la
ration alimentaire des porcs 2 l'engraissement, des gains dv poids journaliers et des
taux de conversion alimentaire équivalents 2 ceu:x d'une :ation conventionnelle 2
base de mais et de soya. Par coatre, I’incorporation de 30% = lisicr de porc séché a
la ration en diminue la valeur alimentaire. Allant dans le 1w .ne sens, les travaux de
Kornegay et al., (1977) ont montré que la valeur alimentaire ce rations utilisant 21,7
et 37,3% de fumier séché de porc & I’engraissement cst moins grande que celle des
rations conventionnelles 2 base de soya et de mais. Le tableau 1.2 indique le

pourcentage d’utilisation par le porc de différentes {ractions du fumier.
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Tableau 1.2. Utilisation alimentaire par le poic, de différentes

fractions du fumier de porc (Korn:eay et al.,, 1977)

Utilisation

(%)
Matigre séche 48,0
Energie AT
Cendres 35L6
Fibres brutes 40.9
Composés extraits & I'éther 54,1
Protéines brutes 60,1
Protéines vraies 51,4
Composés azotés libres 45,9

4.1.2 Recyclage alimentaire du lisier de porc (ou du fumier: cpres

traitement aérobie (mésophile et thermophile)

Du lisier aéré daas une fosse d'oxydation a été utilisé av-c succes par Harmon et
Day (1974) a des fins de recyclage alimentaire. Au cour: de cette expérience, le
surnageant de cette fosse oxygénée dite oxidation ditch a +:¢ servi a un groupe de

porcs par inclusion dans la ration sous forme de liquide < 'wbreuvement et comme

seul apport de liquide.
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Comparé a un groupe témoin de porcs recevant de icau comme seul liquide
d'abreuvement, ces chercheurs ont constaté que les porcs abreuvés avec le
surnageant aéré croissaient plus rapidement que lc group: €noin avec en pius, un
meilleur taux de conversion alimentaire si I'aératicn du lis o ¢:ait adéquate. Dans le
cas ol 'aération s'avérait insuffisante, ils observaicnt l'effc: contraire.

D'ailleurs, une étude menée par 1'équipe de (Harmon et Doy, 1974) indique que le
lisier alré posseéde une bonne valeur nutritive. En effet, <:ion ces derniers, en plus
des protéines, le surnageant contient d'autres nutriments to!s que des vitamines, des
minéraux et quelques facteurs de croissance non identifiés. Les protéines issues d'un
tel systéme pourrait remplacer le tiers ou la moiti¢ des protéines de scja ou de la

ceséine et supporter un gain de poids adéquat.

Cependant, ce gain pourrait décroitre si le supplément constituait plus de la moitié
de la ration. Ces mé&mes auteurs ont indiqué que le produit inodore obtenu aprés ce
systtme d'aération n'a pas un goQit dissuasif pour son utilisation en alimentation

animale
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Tableau 1.3. Performance de porcs abreuvés avec de l'car purs ou
du surnageant de fosse aéré (Harmon ct Day. 1774)

Gain journalier (Kg) Conversion alinentaire
g gnin/F o aliment ingéré)

Essais Eau Surnageant Fau surnageant
! 0,61 0,63 0,303 0,308
2 0,66 - 0,70 0,296 0,297
3 0,77 0,90 0,244 0,343
4 0,60 , 0,72 0,230 0,278
5 0,58 0,66 0,260 0,263
6 0,71 0,79 0,309 0,338
Moyenne 0,66 0,73 0,274 0,304

.....

Des travaux effectué par Ginnivan et al., (1981) et portant sur le traitement aérobie
thermophile du lisier & 55°C indiquent que la digestion :hermophile a l'avantage
d'éliminer les pathogenes et les parasites. Les aspect: économiques d'un tel

traitement ne semblent toutefois pas avoir été exposés en profondeur

Comme la plupar des activités humaines, l'utilisation du fumier dans l'alimentation
animale présente des risques et des avantages. Ceperdant si cette pratique
d'alimentation se [ait dans les conditions adéquates, les inconvénients peuvent étre
atténués alors que les avantages pour les productcurs et lss consommateurs sont

considérables (Council, 1978).
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4.2 Risques potentiels encourus par la pratique du recyciag

alimentaiie des déjections animales

Les principales inquiétudes dans ce domaine sont les risques de transmission de
maladies, la possibilité d’un effet nuisible des résidus de :nédicéments, de certains
minéraux et diverses toxines incluant les résidus de pesticides. Diverses formes de
‘fumier ont été recyclées dans ’alimentation de plusicur: espices d’animaur sans
effets adverses sur I’animal ou sur des produits comestiblc: incdiquant que 1’on peut

obtenir des produits de qualité et sans risque pour la sant¢ : Robert et al., 1575).

D’ailleurs, pour McCaskey et Anthony, (1979), il ne faut pas s'attendre a ce que des
rations formulées avec du fumier soient exemptes de mmicro-organismes d’autent

plus que les aliments conventionnels en renferment des que:ités importantes.

Selon Fontenot et Webb (1975), les risques liés au recyclag: alimentaire des déchets
ne sont pas encore établis. En effet, il n'existe aucun docume-nt rclatant une épidémie
ou une maladie quelconque a la suite de la consommatior de déjections animales.
Les conclusions de ces auteurs sont corroborées par un avis de la FDA (Food and
Drug Administration) qui stipule qu’aucun probléme de sarté li¢ a 1’alimentation de

déjections animales n’a été rapporté (Council, 1978).

Cependant, bien qu’aucun probl®me n’ait été rapporté, e fumier nécessite des
traitements ou des transformations avant son utilisation con alimentation animale
dans le but de réduire les risques potentiels. En outre, ic fumier doit provenir
d’animaux en bonne santé pour minimiser les risques de transmission des agents

pathogenes qui pourraient s’y trouver.
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4.2.1 Risques sanitaires’

Plusieurs organismes pathogeénes (bactéries, virus, chamoig .ons 2t parasites)
capables de causer des maladies chez I'humain, Iz bétail - la volaille ont déja été

isolés des fumiers animaux (Bhattacharya et Taylor, 1975).

’

Il existe des preuves selon lesquelles le fumier pourrait, a '=s moments bien précis,
contenir des pathogénes. Ces agents peuvent provenir non sculement d'animaux
malades mais aussi, de ceux qui ne présentent aucun sy;1ptOine {porteurs sains).
Cependant, aucune source d'épidémie ou de maladie n'a ¢ ropportée & ce sujet.
L'absence de maladies résultant de cette pratique pecut &'z duc en partie a deux
facteurs (Anonyme, 1972):

-1 les pathogenes des humains et des animaux survivent d:.Jicilcment en dehors de
leur héte. Dans ces conditions, ils sont soumis & des stres: environnementaux et a
des compétitions avec une microflore mieux adaptée

-2 les défenses immunitaires naturelles protegent lc cocps contre les agents

infectieux.

L'animal est protégé des pathogénes auxquels il pourrait ¢tre exposé en consomrmant
du fumier par plusieurs mécanismes. Ce sont notamment, lc tapisse.ment du systeme
digestif’ par des couches cellulaircs contigués, empéchant 'cntrée des pathogenes
dans les tissus & moins qu'il n’y ait des blessures. Les enzymes digestives et l2s
variaticns de pH 1e l'appareil digestif et les sécrétions biliaires sont létales pour
plusieurs pathogeres. Le systtme immunitaire de l'animat et généralemert etficace
contre les pathogénes provenant du fumier produit par les mimes especes et pourrait

méme contribuer A fournir trés tdt une immunité acquisc aux animaux (Anonyme,

1972).
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51 le fumier d'un groupe d'animaux est utilisé par le 1 e troupesu et gue l'un de
ces animaux excréte un pathngéne, il est improl. “ic que chacun des animaux
concernés inge ¢ une dose infectieuse de ce pathcgéne en particulier, 1l est tout aussi
improbable que ce pathogene prolifere de fagon impotante dans un substrat et sous

des conditions moins favorables & ses exigences physinlc riques (Ancnyme, 1972},

4.2.2 Risques d’intoxication

Plusieurs types de suppléments sont généralement ut'iic:’s pour équilibrer la diete
des porcs. Une partie de ces éléments se retrouve indvitabi2iment dans les déjections

et peut constituer des risques dans le recyclage aliment:.ire 2n circuit fermé.
4.2.2.1 Risques d’intoxications liées aux éléments minc au+

Beaucoup d'appréhensions ont été exprimées au suict des risques lids &
I'accumulation de métaux lourds et autres minéraux dans lc fumier. A ce jour, le seul
minéral pour lequel des niveaux de toxicité ont ¢:€ rapportés est le cuivre
(accumulation dans le foie) dans I’alimentation de brebis nourries avec des fientes
de poulet. Cependant, cette observation ne constitue pas un probléme pour d'autres
especes animales puisqu'elles sont moins sensibles que les moutons & des niveaux
élevés de cuivre. Des diétes contenant du cuivre jusqu'a 900 ppm ont été servies
des veaux sans effets nocifs sur leur santé et leurs performances de croissance
(Felsman et al., 1973). Fontenot et al., (1971) ont rapports (o5 cas d'avertement chez
des vaches nourries 4 de faibles niveaux de déchets <= volaille (ces déchets

contenaient une certaine activité oestrogénique provenan' de I'alimentation des

oiseaux avec de l'acétate de dienestrol).



Cependant, I’ utilisation de 'hormone diethylstilbestrol a <2s niveaux plus élevés que
l'oestrogeéne dans les précédents travaux n'a jamais caus: d'avortement (Fontenot et
al.; 1971). Les déjections de volailles ou de mammi!=r-- sont encore utilisees par
plusieurs producteurs de bouvillons d’engraissemen: <. Québec comme ailleurs

dans le monde sans incidents répertoriés (Charmley et ' eilly, 1997 ).

4

D’autre part, il n’y a pas de raison particuliere de .roite sclon le FDA, que la
présence de mycotoxines dans le fumier constituerc:i lus de problémes que sa
présence dans les aliments traditionnels qui en coniendraient d’ailleurs des

quantités équivalentes (Council, 1978).
4.2.2.2 Risques liés a ’'usage de médicaments

Plusieurs sortes de médicaments sont utilisées en produ :tiv;1 animale pour améliorer
la valeur alimentaire et stimuler la croissance. Unc ;aiiic de ces substances est

excrétée dans les déjections et les préoccupations qui ¢n résultent ne se situent pas

dans les tissus comestibles destinés a la consomration humaine. Les résultats de
certains travaux n’ont heureusement décelé aucun problim sérieux de résidus dans

les tissus animaux (Webb et Fontenot, 1975).
4.3 Production de protéines microbiennes

Selon des travaux rapportés par Harmon et Day (1974), 1= fumier liquide traité dans
une fosse aérée peut étre utilisé comme un liquide d’abreuvement riche en
nutriments. Le conditionnement par fermentation aérobic convertit en effet une

partie de la matiere organique en protéines d'organismes uniceilulaires (P.0.U.).
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Ces auteurs ont réduit de 15% la teneur en protéinz e la ration des porcs en
remplagant 'eau par le produit fermenté contenant les *.¢ U et provenant de la fosse
acrée. Cette méthode peut étre utilisée pour la suppiin :1tation des aliments pour
porcs et volailles, étant donné que les monogastriquas sont incapables d’utiliser

l'azote non protéique contenu dans le lisier.

-Comme nous venons de le voir, le lisier peut renfern:er des micro-organismes
pathogenes qui constituent une entrave dans le cadre d'un recyclage alimentaire,
Pour cette raison, on <" 't prendre les précautions nécessai:es pour les éliminer ou,

la limite, réduir- | - nombre & des niveaux ne présentant ras de danger d'infections.

Les micro-organismes indésirables peuvent &tre ditriits par la chaleur, la
fermentation, des moyens chimiques, etc. Ainsi, l'vnsilage, divers traitements
chimiques et thermiques, le compostage, la déshydratation, le traitement aérobie
dans des fosses aérées et la production de protéines d'crgrnismes unicellulaires ont
été utilisés pour traiter les fumiers destinés a ’alimentation animale (Cournoyer et

Bernier, 1993).
5 Conclusion partielle

Les probigmes de pollution tels qu'on en rencontre aujourd’hui nécessitent des
solutions innovatrices, capables de minimiser les pertes d’¢/éments minéraux et les
charges polluantes de I’environnement. Au terme de cette revue de littérature sur le
lisier de porc, il apparait que cet effluent posseéde un patentiel de valorisation
puisqu’il présente une valeur nutritive exploitable. Le lisic: de porc pourrait étre
utilisé seul dans la production de biomasse levurienne s’i 3tait & la fois riche en
azote et en glucides fermentescibles. Notre préoccupation 4t=nt de le rendre propice
a la croissance des levures, il s’imposait de le supplémenter avec un substrat carboné

facilement utilisable par les levures.
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Toutefois, il demeure évident qu’un tel choix dépe:d de la nature et de la
disponibilité des matiéres premiéres nécessaires & 1 culture de ces micro-

organismes.

Ainsi et dans le but de rendre économiquement vizbic le produit généré par la
fermentation du mélange lisier/substrat carboné, il es: important d’utiliser une
source de carbone peu cofitevse et disponible en grande ¢ aantité. Dans ce contexte,

une série de sous-produits utili<<s pour la production de protéines alimentairzs a été

envisagée. . sont notamment le perméat de lactorirum de fromagerie, le
lactos¢riii rutier et la ruclasse. Cependant, compte tenu du cofit de la mélasse et des
differotes technisies de valorisation du lactosérum enticr. nous avons opté pour le

perneat de lactosérum. Ce choix s’explique par Pabendince de ce dernier. Cest
tusst un matériel peu colteux mais difficile a élimine: & cause de sa charge
organique élevée; il pose donc un probléme majeur pour 'environnement. Lui
trouver une fonction utilitaire, telle que nous l'envisateons ici, contribuera 2
solutionner un ensemble de problemes & peu de frais et & {:voriser dans certains cas

le développement de certaines industries laitiéres.

Il : Le perméat de lactosérum

I Définition

Le lactosérum ou petit lait de frcmagerie est le liquide jaundtre qui s2 sépare du
caillé lors de la fabrication du fromage. Le perméat de lactosérum peut quant a lui
€tre défini comme le sous-produit laitier provenant de la production de concentrés de
protéines sériques par ultrafiltration, a partir du petit-lait de fromage (Gonzalez Siso,
1996). 1l représente environ 85-95% du volume du lait ¢t reticnt 55% des nutriments

du lait dont Ie lactose, les protéines, les lipides et les sels min ‘raux.



Ces protéines de trgs haute valeur alimentaire sont récupérées .pour étre

réincorporées dans d’autres produits destinés aux humains (Horton 1995 ; Jacques,

1993).

Lait

!

Production fromagére
» Caill?

Lactosérum
Concentrés »-otéiues

Ultrafiltration —p-

Perméat de lactosérum

Figure 1.1. Produits et sous-produits de 'industrie fromagere (adaptée de lacques,

1993).

2 Composition

Tableau 1.4. Composition moyenne des sous-produits de I’industrie fromageére

(adapté de Jacques, 1993)

[Constituant Lactosérum doux Lactosérum acic: Permeat ce
(fromage cheddar) (fromage cottagn ¢t de Lactosérum
spécialité)
Solides totaux (%) 6-7 6-7 6-7
Lactose (%) 4.8 4,6 4,8
Acides organiques (%) 0,2 0,6 0,2
Protéines (%) 0,8 0,8 0,2
Gras (%) 0,02 0,1 0,1
Minéraux (%) 0,6 0,8 U,




Les principaux constituants du lactosérum et du perm- zt sont résumes dans le
tableau 1.4. La composition du lactosérum varie surte 1 eion la technique de
fabrication et le type de fromage. Les lactosérums doux pi: 6-7) et acide (pH<S)
sont les deux principales variétés de lactosérum. Lz ko to-frum acide a plus de
cendres et une plus faible teneur en protéines et en lactor e cue le lactosérum doux
{Gonzalez Siso, 1996). Au moins la moitié des solides du lait se retrouvent dans le

lactosérum (Horton, 1995). Ce dernier ¢t son perméat cont enr.ent des minéraux et la

plupart des vitamines nécessaires 2 la croissance de jeunes mamnmiferes.

3 Le lactosérum, un polluant

Les effluents produits par ’industrie fromagere sont caraci21+¢s par leur volume et
leur charge polluante élevés (Roig et al., 1993). La production de fromage au
Canada et au Québec en particulier est en constante croiss:ice. Cette activité génere
des milliers de tonnes de lactosérum. Il est important de noir cue la production d’un
kilogramme de fromage (cheddar par exemple) génerc 9 litres de lactosérum
(Kosikowski, 1979) et que la production annuelle (mondiale) dépasse 145x10° t de
lactosérum par année et environ 6x10° t de lactose (Castilio, 1990). Au Québec, les

volumes de perméat sont de I’ordre de 400 millions de li‘res par année (Jacques,

1993).

Bien qu’il existe des possibilités pour la valorisation du lactosérum depuis une
cinquantaine d’années (alimentation animale), approximativement la moitié de la
production mondiale n’est pas exploitée mais rejetée comum: un effluent (Gonzalez
Siso, 1996). Dans ces condiiions, le lactosérum représente un  probléme
environnemental trés important A cause des volumes consid:rables générés et de sa

teneur élevée en matiere organique.



Sa DBOs est de 30 000 2 50 000 ppm et sa DCO de 60 000 a 86 000 ppm (IMawson,
1994). Le lait entier aurait une DBO de Pordre de 110000 myz/L (Roig et al, 1993).
Ceite valeur élevée de la DBO provient principalement du: lactose que ’on retrouve
3 des concentrations entre 4,5 et 5%, représentant apj roximativement 70% des
solides du lactosérum et 80% de ceux de son perméat. Le srircipal probleme lié 2 la
valorisation du lactosérum entier ou du perméat est que 123 ¢ 1antités produites dans
les petites fromageries sont généralement insuffisantes per carantir les couts d’une
valorisation par fractionnement et/ou par séchage (Roig et al.. 1993). Par ailleurs, les
nouveaux réglements sur la pollution de I’environnement on: amené-les industries
fromagéres a se pencher sur de nouvelles fagons de disposer des sous produits

qu’elles génerent.

4 Utilisation du lactosérum et de son perméat

Le lactosérum était considéré au départ comme un sous-prc dui: gé€nant dont i} fallait
se débarrasser. 11 était utilisé par certains producteurs ¢ lzit ou de porcs pour
’alimentation animale. L’augmentation de la taille des in¢usiries fromageres et la
nécessité de réduire la charge polluante de ce sous-prcduit ont encouragé les
producteurs a choercher de nouveaux moyens d’utilisation du lactosérum (Moulin et

Galzy, 1984).

Comme nous ['avons souligné précédemment, environ 50% de la production
mondiaie de lactosérum est transformée et utilisée sous diverses formes de produits
alimentaires destinés aux humains et aux animaux (Gonzelez Siso, 1996). Une
bonne partie par ailleurs est utilisée telle quelle sous forme liquide dans
Ualimentation animale. Cependant les frais de transport sont trés élevés et

constituent un facteur limitant pour cette pratique (Kosikews i, 1979).
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Sur le plan nutritionnel, le perméat est considéré comme un produit déséquilibré de
par sa teneur élevée en minéraux et en lactose et sa pauv:eté en azote. Toutefeis, la
haute qualité nutritionnelle des protéines sériques du lactosérum a suscité le
développement et I’adaptation de technologies permettant e ‘os concentrer et de les
isoler. C’est en fait & partir des années 1970 que ces nouvelles technologies ont été
Juises en ceuvre A 'échelle industrielle. L’ultrafiltration vn particulier a connu une
percée fulgurante et ccntinue aujourd’hui de dominer les technologies de
valorisation du lactosérum. Cette technique a eu pour conséquence la production de
volumes importants de perméat, qui & son tour a nécessité la mise au point de

nouvelles technologies de valorisation.

5 Le lactose du perméat

Le lactose (4-O-B-D galactopyranosyl-D-glucose) est un disaccharide composé
d’une molécule de galactose et d’une molécule de glucose liées en positinn p1-4, et

constitue le seul sucre du lait (Ryder, 1988 ; Visser et al., 1938).

CH20H CH20H
H 0
H H
OH H
— OH
H O
B-D-Galactose o-Gluce. e

Lactose

Le probleme du traitement du lactosérum et de son perméat nécessite des solutions

simples et économiques, étant donné les contraintes environnementales et
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concurrentielles auxquelles doivent faire face les industrics fromageres. Une des
alternatives les plus intéressantes pour la valorisation du ;erméat semble donc étre
la fermentation du lactose (Champagne et Goulet, 1¢:8; Mawson, 1994). Le
lactosérum et son perméat peuvent &tre utilisés directcracnt comme substrat de
croissance pour les levures (Boze et al., 1992) dans le bu: d’obtenir des biomasses
riches en protéines, de I'éthanol, des enzymes, des huilzs, cte. (Castillo, 1990;
" Moulin et Galzy, 1984). La production de levures par la fermentation du lactose du
lactosérum a été le sujet de plusieurs travaux de recherches. C'est ainsi que
Mahmoud et Kosikowski (1978) ont utilisé du perméat de lactosérum concentré
pour produire des protéines d’organismes unicellulaires ct d= [’alcool a partir de cing

souches de Kluyveromyces.

Les micro-organismes capables d’utiliser directement le !actose sont en nombre
relativement limité, On a en effet souvent recours & ’hydrclyse par voie chimique
(acide) ou enzymatique (Gonsalez Siso, 1996; Shukla, 1975) pour en faciliter la
fermentation. Cette dernitre se réalise par la lactase ou £-galactusidise que 1'on
retrouve aussi bien chez les animeux, les plantes, les bacté:ies, les levures que les
moisissures (Gonsalez Siso, 1996 ; Ryder, 1988).

Toutefois, certains genres de levures comme les Kluyveromyces sont capables
d’utiliser tres efficacement le lactose pour leur croissance (Sclomons, 1983; Boze et
al.,, 1992 ; Sturley et Young, 1988; Bui ot Galzy., 1990; Perera et al.,, 1993) et
Pespece la plus fréquemment citée pour son aptitude a croitre sur le lactosérum est
K. marxianus (Boze et al., 199.'; Perera et al.,, 1993; Bui =t Galzy, 1990 ). Flle est

donc celle qui a retenu notre attention,
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Ainsi, nous comptons associer deux polluants difficiles a éliminer dans le but de

résoudre deux problémes majeurs autant pour le Québec

plupart des pays qui font face a ces difficultés. Cepcadant, nous ne pourrions

atteindre notre objectif qu’en sélectionnant les micro-cranismes les plus aptes a

accomplir ce travail en utilisant aussi bien I’azote du lisier

,de lactosérum. Le choix de ces micro-organismes est unc
capables d’utiliser rapidement la source de carbone dispon:!

technologique (facilité de culture par rapport aux besoins nutritionnels) et
loxicologique (Vasey et Powell., 1984).

I : Les levures

Les levures sont des micro-organismes capables de croltre ou de survivre aussi bien
sous des conditions aérobies qu’anaérobies dans des milicux comportant des sources
métabolisables de glucide, d’azote, de minéraux, et de vi:amines. D’une manire

générale, elles se développent en milieu acide. Il existc plus de 500 especes
regroupées en 60 genres (Kreger-van Rij, 1984).

Leur optimum de pH se situe entre 4,5 et 6,5, mais elles sont capables de tolérer des
valeurs entre 2,5 et 8,0 (Krisop, 1988; Boze et al., 1992 ; Bame:t et al., 1990). Bien
qu'elles soient des mésophiles, les levures tolerent une large gamme de
températures: elles ne croissent généralement pas & des températures supérieures 2
40°C (Boze gt al., 1992; Rose et Harrison, 1987) et leur optiroum de température se
situe généralement entre 25 et 30° C. En présence d’oxygine, la plupart peuveut

oxyder les sucres simples en CO, et HO en libérant de I’énerie.

ct le Canada que pour la

que le lactose du perméat
€tape critique qui dépend

d’une kyrielle de criteres. Non seulement ces micro-o: zanismes doivent-ils étre

nible, ils doivent également
répondre a des criteres d’ordre nutritionnel (tereur en protéines par exemple),
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Cette énergie permet 2 la cellule de croitre et de se multizlier *-&s rapidement et de

pouvoir aussi convertir des glucides simples en matériel de réserve (glycogene et

tréhalose) (Simard, 1992).

Rappelons que les levures, organismes unicellulaires, sc reproduisent surtout par
‘hourgeonnement, et ont des exigences nutritionnelles trés réduites. Rappelons aussi
que ce sont des "usines & protéines” en ce sens qu’a pariir d'une solution d’azote
ammoniacal, de phosphates et de sucres fermentescibles, :lles élaborent une masse
importante de protéines. Il ne faut cependant pas perdre ¢ vue que la levire n’est
pas seule A avoir ces capacités. Au demeurant, elle lc: partage avec plusieurs
bactéries et moisissures qui présentent toutes des avantages ct des inconvénients
lorsqu’il s’agit de les utiliser en alimentation (Senez, i983; Beze et al, 1992

Carantino, 1983).

Dans I’'industrie alimentaire, la levure trouve de multiples usages (Barneti et al.,
1990 ; Bui et Galzy, 1990; Rose et Harrison, 1987). Elles sont appréciées pour leur
absence de toxicité (Barnett et al, 1990), la possibilité de les cultiver & pH acide (ce
qui réduit les risques de contamination par les bactéries) (Bamett et al, 1990, Rose et
Harrison, 1987), et la possibilité de les utiliser sans traitcment particulier. Leur
principal inconvénient du point de vue nutritif est leur pauvreté en acides aminés
soufrés (Bui et Galzy, 1990). Cela ne constitue cependant pas un impact négatif
pour cette étude puisque le produit final que nous envisagcons ne remplacera pas
une source de protéine dans la moulée mais servira plutdt dec supplément protéique.
En effet, les céréales contiennent des acides aminés soufrés mais sont pauvres en

lysine et en thréon: ne, acides aminés non limitants chez les Jevures.
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Tableau 1.5. Caractéristiques naturelles des levures, des bictéries et des moisissures
en regard de leur utilisation industrielle et com nerciale
(Carantino, 1983)

Elémens favorables

I éments défavorables

Levures

- plus anciennement connues

-les miux étudiées

- rareme 1t toxiques ou pathogénes

+développent & pH acide sélectif

- teneur élevée en lysine (6-9%) et
thréonine et faciles & récupérer

-riches en vitamines

. faible teneur en acides nuciéiques
(4-10%)

- croistance relativement lente par
rapport aux bactéries
-auvres en acides aminés soufrés

-choix limité d’especes

Bactéries

- croissance rapide
- spectre d’acides aminés souvent
favorables

-choix d’especes presque illimité

-difficilement acceptécs (risques
non négligeables sur le plan
inocuite)

-pilde culture rarement sélectif

- problemes de récupéraiion (taille
réduite)

< teneurs en acides nucléiques asser

élevées (10-16%)

Moisissures

- connues depuis trés longtemps
- croissance sur une grande variété

de substrat

- récupération facile

-bon €quilibre en acides aminés

. bonne teneur en acides nucléiques
(3-5%)

- temps de génération trés long
(5-12 heures)

Ce tableau ne présente naturellement pas une vue exhaustive mais il donne une

bonne idée des caractéristiques des différents groupes de micro-organismes. Il

ressort clairement que les bactéries contiennent beaucoup trop ’acides nucléiques

par rapport & leur masse cellulaire.
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Bien que leur croissance soit plus rapide, elles sont difficilement utilisables en
nutrition car elles présentent des risques non négligeables sur le plan de Uinnocuité
(substances membranaires). Les moisissures par ailleurs se m_ultipliem beaucoup
trop lentement (Carantino, 1983). Elles sont néanmoins utilisées en Angleterre pour

produire des simili viandes.

Notre choix s'est donc porté sur les levures. C’est un truisme de dire que l'une des
raisons qui motivent I’utilisation des levures est la production d'une biomasse déja
bien acceptée comme protéine alimentaire (Vriens et al., 1989 ; Barnett et al., 1990).
C’est pour des raisons de fiabilité (tests), de notoriété (connue), ct de simplicité de
culture entre autres que nous avons opté pour les levures. Mais parmi ces dernieres,

lesquelles offrent le meilleur potentiel de croissance dans le lisier et le lactosérum?

| Sélection des souches de levures

Le développement d’une procédure de production de levures est basée avant tout
sur la relation entre la souche de levure et le substrat carboné (Bcze et al., 1992).
L’idée est de retenir des souches de levures aptes a utiliser de fagon efficiente et
rapide le substrat carboné contenu dans le milieu. En effet, la vitesse d’entrée du
substrat dans la cellule ne doit pas &tre un facteur limitant (Boze et al., 199.). Les
especes de levures sont donc choisies en fonction du substrat carboné. L’objectif
ultime ici est la sélection des levures capables d’utiliser le lactose, principal source
de carbone du lactosérum. II existe au moins 98 especes de levures apparteriant a 19
genres capables d’utiliser le lactose. Parmi ces especes, les plus utilisées en
alimentation appartiennent aux genres Kluyveromyces et Trichosporon (Castillo,

1990; Boze et al., 1992).

R e e e




Il convient de signaler qu’outre l’azote ammoniacal, ces levures utilisent
uniquement les acides aminés libres et certains peptides courts; elles sont incapatles

d’ utiliser les protéines puisqu’elles n’ont pas de protéases (Castilio, 1990).

_La majorité des études relatives a la production de levures ont €€ réalisées 4 I"aide
de lzvures capables d’utiliser l2 lactose et principalement le genre Kluyveromyces
qui offre ’avantage d’une bonne croissance en plus d'étre accepté comme micro-

organisme sans risque pour la santé humaine et animale.

La levure K. marxianus qui a retenu notre intérét est de forme ovoide plus ou moins
allongée, et apoartient a la classe des ascomycetes. Cette espéce posséde un
bourgeonnement de type multilatéral 2t est capable de former du pseudomycélium.
Elle est omniprésente dans la nature, mais on la retrouve surtout concentrée en
surface des fruits et des céréales, et dans les environnement plutdt acides. Elle est
responsable de la fermentati )n spontanée de produits comme les jus de fruits, le

miel, de méme que certains produits laitiers comme le kéfir et quelques variétés de

fromages (Kurtzman, 1988).

Il convient de souligner ici que de par leur appartenance aux eucaryotes, les levures
sont insensibles aux antibiotiques usuels et ne sont donc pas affectées par des

produits antibactériens qui pourraient se retrouver dans le lisier.




2 Les levures-aliments
2.1 Généralités

L’idée d’utiliser des levures comme source de protéines alimentaires remonte au
début de ce siecle (1910) en Allemagne : des milliers de tonnes d’une espéce
' ;1omrnée Candida utilis ont ainsi été consommeées comme substituts de protéines, en
remplacement de la viande, au cours des deux derniéres grandes guerres mondiales
(Carantino, 1983; Solomons, 1983). Une entreprise fromagere francaise, Bel
Industrie, mettait en marché une levure dite "lactique”, produite & partir de
lactosérum de fromagerie; ce produit était essentiellement destiné a 1’alimentation
animale. Le groupe pétrolier BP (British Petroleum) a introduit la production de
levure A partir de la fraction n-paraffire du pétrole brut mais le orojet fut plus tard

abandonné (Carantino, 1983; Solomons, 1983) pour des raisons non documentées.

La croissance de la population mondiale est I'un des problémes les plus graves
auquel est confronté I’humanité, en particulier dans les nations les moins
développées industriellement. L’agriculture conventionnelle ne peut pas satisfaire
completement la demande en aliments de la population et en particulier la demande
en protéines (Kosaric et Velayudhan, 1991; Tomoo, 1989). An dela des protéines
végétales bien connues, !'utilisation de biomasses protéiques a connu beaucoup

d’intérét (Roig et al., 1993; Tomoo, 1989).

Le terme "SCP" indique une substance constituée de cellules généralement mortes et
seches utilisées pour [’alimentation animale et humaine. La Commission
internationale de I'union de la chimie pure et appliquée (LU.P.A.C., 1974)
recommande I'utilisation du terme "Single Cell Biomass" (SCB) pour désigner la
biomasse. Le mot protéine devrait étre réservé pour la protéine en tant que telle et

les concentrés protéiques (Boze et al., 1992).
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Les concentrés protéiques issus d’organismes unicellulaires (principalement des
levures) sont employés aujourd’hui pour I’alimentation animale surtout et pour
I’alimentation humaine en particulier (sauces, potages, chorcuterie, ardbmes, aliments
pour nourrissons). Les tests d’alimentation et de digestibilité effectués sur des
,animaux avec un aliment commercial a base d’organismes unicel'ulaires ont mis en
" évidence la haute qualité des protéines issues des levures, de valeur nutritionnelle
similaire ou méme supérieure 2 celle de sources protéiques conventionnelles

(Hitzman, 1986).

En somme, I’objectif de notre démarche est de produire une biomasse de levures
(SCB) vivantes possédant des propriétés probiotiques, qui serait recyclée en
suspension comme liquide d’abreuvement pour les porcs. Toutefois, il est important
de mentionner que la valeur nutritive de levures cultivées sur du lisier seul (Shay et
Weggner, 1986; Kilara et Patel, 1992; Oleszkiewicz et al., 1979; Miskiewicz et al,

1982) ou sur du perméat seul (Bui et Galzy, 1990) est connue.

Toutefois, & notre connaissance, il n'y a pas d’informations relatives 2 la
composition (qualité nutritive) ds levures cultivées sur du lisier enrichi de perméat
de lactosérum. Cette thése va tenter d’apporter quelques éléments de réponse de

nature a combler cette lacune.

Maintenant que tous les élém :nts de base ont été abordés, il est important de dire un
mot sur le ratio carbone/azote. Ce ratio étant un des paramétres clés pour Ia
croissance des levures dans un milieu ol la source de carbone et la source d’azote

sont d’origines différentes.
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3. Proportions de lisier et de perméat a associer pour maximiser ia

croissance des levures.

L’atteinte de nos objectifs 1ne nécessite pas seulement la sélection d’une souche de
levures hautement performante. Il est également nécessaire de définir ses conditions
optimales de culture afin de maximiser la croissance cellulaire. Le milieu de

propagation devant contenir tous les éléments nutritifs nécessaires a la croissance, il

est indispensable que ces derniers soient apportés & des concentrations optinales.

En somme, il s’agit de préciser ici les proportions de lisier et de perméat qu’il faut
combiner pour obtenir un mélange permettant de supporter une croissance
abondante, en se basant sur le fait que les micro-organismes sont constitués
d’environ 50% de carbone et 5% d’azote. Ce qui signifie que le carbone
fermentescible (métabolisable) devrait étre le premier élément en importance dans

ce milieu de culture suivi de I’azote.

Les sources carbonées sont en effet dune grande importance dans un milieu de
culture puisqu’elles fournissent le carbone exigé pour la biosynthése de constituants
cellulaires variés tels que les glucides, les lipides, les protéines, les acide nucléiques
etc., et leur oxydation féurnit 'énergie nécessaire au métabolisme et a I’anabolisme
cellulaire (Botton, 1991; Rivigre, 1975).

Quant a l'azote, il joue un rdle capital dans le métabolisme cellulaire. Il entre dans la
constitution de molécules simples (les acides aminés, les sucres aminés, les
nucléotides, les coenzymes, les vitamines) et des macromolécuies (telles que les
protéines, les acides nucléiques) essentielles au fonctionnement cellulaire. C’est dire
que le ratio carbone/azote (C/N) d’un milieu de culture est un paramdtre important

pour la croissance des levures.
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En outre, ia littérature rapporte que lorsqu’on cultive des micro-organismes, les
proportions relatives en protéines, lipides ou polvsacharides dépendent
principalement du ratio C/N du milieu (Vriens et al., 1989). Un ratio élevé en C/N
est favorable 4 une synthese lipidique mais défavorable a la synthése protéique.
Cependant, lorsque I'apport en carbone est moins €levé mais suffisant, pratiquement

" tout I'azote du milieu peut &tre incorporé dans la biomasse (Vriens et al., 1989).

Rappelons que selon la logique de notre étude, les éléments de base (lisier, perméat,
ctc.) dont nous venons de faire état doivent &tre sormis & un processus de
fermentation. De tous les moyens utilisés pour traiter le lisier de porc et minimiser
ou enrayer les risques liés a la présence de pathogenes, c’est en effet la fermentation
qui a retenu notre attention parce que c’est un procédé relativement peu coQteux et
bien éprouvé pour la valorisation de produits ou sous-produits de I'industrie
(yogourt, fromage, "SCP", "SCB", etc.).

1V: La fermentation et la production de biomasse protéique

La fermentation alcoolique est la plus ancienne et de loin la plus étudiée des
fermentations industrielles alimentaires. Par ce procédé, les levures convertissent les
sucres fermentescibles en alcool et en gaz carbonique. Cette réaction peut Atre

décrite stoechiométriquement coinme suit :

CgH/gOa ------------------ ] CszOH + 2C02

glucose éthanol gaz carbonigue
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| Le fermenteur ou bioréacteur

Au cours de leur croissance, les micro-organismes altérent les prcpriétés du milieu
dans lequel ils se développent. Iin particulier, le pH et la concentration en oXygéne
dissout varient lorsqu'un micro-organisme se développe eri culture submergée.

Certains équipe nents périphériques sont utilisés pour contrbler ces variations, et

[ 4

‘ prolonger ainsi la croissance du micro-organisme.

Le fermenteur et ses périphériques permettent le maintien du pH ou de ceitains
autrcs parametres (oxygeéne dissout, potentiel redox,...) aux valeurs désirées pour
une performance optimale we croissance ou de production de métabolites. Pour
obtenir ces conditions, il faut que le milieu contienne au départ une source d’énergic
et divers autres nutriments capables de satisfaire les besoins des cellules. I faut
¢galement un bon inoculum et I’absence d’inhibiteurs dans le milieu. ]! existe deux

grandes catégories de systémes de fermentation: les systémes fermés et les systemes
ouverts.

I.1 Les systemes fermés

Les systémes fermés impliquent que les nutriments et les cellules sont ajoutés au

deout du processus de fermentation. On y distingue les fermentations semi-continues

et en discontinu.
1.1.1 Les fermentations semi-continues (fed-batch)

Les fermentations semi-continues sont aussi désignées par le terme fed-batch. Dans

ces systémes, le substrat est introduit de fagon continue (ou non) dans le bioréacteur

sans soutirage simultané du milieu.

g
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La fermentation de type fed-batch est décrite (Owen, 1989) comme le type de
systeme ol le substrat (nutriment) est ajouté quand sa concentration descend en
dessous d’un certain point. L’ajout du substrat de fagon séquentielle permet d’éviter
’inhibition de la croissance cellulaire par répression des enzymes de la chaine
respiratoire. Fort heureusement, la levure K. marxiarnus est Crabtree négative
(Hendrik et al., 1989). Ce qui signifie que méme en présence d’un exceés de sucre,

“elle ne produit pas d’alcool. Le systéme reste apres tout fermé »uisqu’il n’y a pas un
flux de sortie continu.

[.1.2 Les fermentations en discontinu (barch)

Les fermentations en discontinu, dites en batch, sont les plus répandues pour la
production de biomasses sous conditions aseptiques. L. substrat et les rmicro-
organismes sont introduits initialement ; & la fin de la transformation, I'ensemble est
soutiré. Le processus de fermentation s'effectue jusqu'a ’épuisement du ou des
substrats ou jusqu'a l'accumulation de substances inhibitrices dans le milieu. Dans

ces milieux non renouvelés, la phase exponentielle ne dure que quelques heures.

1.2 Les systdmes ouverts

Dans un systéme ouvert contrairement aux systdmes fermés ci-dessus décrits, les

micro-organismes et les nutriments entrent et quittent le fermenteur continuellement.
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1.2.1 Les fermentations continues

On désigne par "fermentation continue", les procédés dans lesquels un milieu est
pompé dans un réacteur oll il est soumis a une action microbienne, et ol le substrat
est continuellement renouvelé par un retrait du milieu fermenté au méme rythme que
}introduction de milieu neuf. Les méthodes de culture en continu permecttent
notarnment se s'affranchir des problémes liés aux substrats limitant la croissance en
culture non renouvelée (Bailey et Ollis, 1986, Rose and Harrison, 1987). Par rapport
aux cultures discontinues, les rermentations continues permettent une meilleure
uniformité de la production, des économies de fonctionnement et une adaptation
plus aisée a I'nutomatisation. En contrepartie, elles nécessitent un personnel

spéceialisé, soumis aux contraintes du travail en continu.

De fagon générale, la fermentation est utilisée pour produire des métabolites ou une
biomasse de micro-organismes. C’est justement, cette deuxi®me option qui a retenn
notre attention dans ce travail en tenant compte du but que nous poursvivons qui est
de produire une biomasse de levures a partir d’un mélange de lisier et de perméat. 11
est & noter que seule la fermentation aérobie est susceptible de produire une
importante biomasse de micro-organismes. En effet, en présence d'oxygene et d’une
source d’azote, la levure peut oxyder le sucre en produisant de la biomasse, du CO,
¢t de I'H,0 en utilisant au maximum, grice au cycle de Krebs, I'éncrgie qu’il
contient Cette énergie permet a la levure de croitre et de se multiplier rapidement.
En condition anaérobie par contre, les levures peuvent se multiplier tout aussi
rapidement, mais elles sont beaucoup moins efficaces 3 convertir 1’énergie des

substrats fermentescibles.
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Fermentation aérobie

CsH 1,04 + 602 — 6CO,;+ 61,0 + 36‘47‘&

Fermentation anaérobie
CgH;zOg i 2CH3CH20H+2C02+2ATP

*

2 Importance de I’aération dans la fermentation

Dans le métabolisme aérobie, 'oxygene agit comme accepteur final des électrons
produits par les réactions d’oxydation. Les procédés aérobies sont reconnus pour
leur efficacité dans la lutte contre la pollution liée au lisier de porc (Burton et
Farrent, 1998; Cumby 1987). Ces procédés sont généralement utilisés pour oxyder
les composés organiques de haute énergie en des procluits d’énergie moindre

(Burton et Farrent, 1998 ).

L’air fournit I’oxygéne nécessaire 2 une combustion (production de CO; et H,0) et
une transformation efficace de tous les éléments volatils ¢t malodorants du lisier
(acides organiques, NH3) en biomasse microbienne. Cette technique a en plus

I’avantage de réduire les odeurs nauséabondes du lisier de porc.

Les procédés de fermentation sont donc des réactions d’oxydoréduction avec
addition d'oxygne (fermentation aérobie) ou perte d’hydrogéne ou d'électrons
(respiration anaérobie). En général, les électrons provenant du donnctr sont
transférés par une série d'enzymes respiratoires 3 une substance réductible telle

I'oxygeéne, I'accepteur final d'électrons.

S
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L'aération sert A combler non seulement les besoins en oxygéne de la levure mais
aussi 2 agiter le milieu, & Sloigner les produits de la fermentation du voisinage
immédiat des cellules, et & apporter de nouvelles substances nutritives. L'agitation et

I'aération influencent ainsi la croissance des levures.

"Or, seul I’oxygene dissout est utilisable par les cellules, ce gaz étant trés peu soluble
dans 1’eau (figure 1.2). La faible dissolution de I’oxygene dans I’eau (maximum =

10 mg/L) exige donc que ce dernier soit fourni constamment au milieu de culture.

Film stagnant Film stagnant

0, 4

/Y\L-

Milieu liquide

Interface gaz-liquide Cellules

Figure 1.2: Schéma des différentes étapes impliquées dans le transport de I’oxygene
de la bulle de gaz au site de réaction dans les cellules (schéma emprunté

de Bailey et Ollis, 1986).




L oxygene doit franchir plusieurs étapes avant d’arriver aux sites e réaction.
L’oxygene doit d’abord diffuser de la bulle de gaz vers Uinterface gaz-liquide (1)
puis &tre transporté au travers de I'interface (2) avant de diffuser dans le film
stagnant entourant la bulle (3). Par la suite, 'oxygéne est transporté au sein du
milieu liquide (4), et diffuse dans le film entourant les cellules (5).

"Ce n'est qu’aprés avoir franchi toutes ces étapes que I'oxygene peut enfin étre
transporté 2 travers I’enveloppe cellulaire pour se rendre a I'intérieur de la cellule

vers les sites réactionnels qui, dans le cas des levures, se trouvent &ue les

mitochondries.

2.1 Cofts afférents 2 la fermentation aérobie

I’aération étant un processus hautement énergivore, elle représente une fraction
importante du cot total des procédés aérobies. La compression et I’insufflation de
I'air nécessite des équipements trés cofiteux et une consommation importante
d’énergie. (Burton et Farrent, 1998, Royce, 1993; Cumby, 1987). Aussi, pour rendre
la fermentation aérobie du lisier de porc plus attrayante pour les producteurs de pore,
il est souhaitable de réduire de fagon considérable les coits liés a I’aération du
systeme. Récemment, Burton et Farrent (1998) ont suggéré I'utilisation d’un long
traitement (long-treatment time) ou de deux fermentations successives (twe-stage

processing) pour réduire les cofits de 1’aération.



BUT ET OBJECTIFS

Le lisier de pore, grice a une supplémentation au moyen de perméat de lactos *rum
de fromagerie, peut supporter la croissance de levures utilisables comme source de
pretéines alimentaires. Cette étude vise donc & démontrer le faisabilité technique
d’une nouvelle approche de valorisation combinée de deux effluents polluants aux
caractéristiques complémentaires, notamment le lisier de porc et le perméat de
lactosérum de fromagerie, par une culture de levures, en une biomasse enrichie en
protéines. Cette biomasse pourrait 8tre destinée a I’alimentation des porcs comme
supplément protéique en remplacement partiel des céréales et comme probiotique.
Ce travail s’articule en trois chapitres dont les objectifs primaires et secondaires se

définissant ainsi :

1) Sélectionner la souche de levure qui se développe le mieux dans le milien

lisier/perméat de lactosérum

1

enrichir le lisier de porc au moyen d’un substrat carboné peu cofiteux

- sélectionner une culture adaptée 2 croitre dans un tel milieu en utilisant
le lactose comme principale source de carbone

- créer un environnement propice a la production d’une biomasse abondante
de levures

- €tudier I'influence de plusieurs niveaux de supplémentation sur la
croissance des levures

- déterminer dans quelles proportions le lisier de porc et le perméat

de lactosérum doivent étre associés pour maximiser la production

de biomasse en établissant un ratio C/N optimal pour la conduite

de la fermentation
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2)

3)

Réduire significativement les cotits de fermentation en éliminant I'utilisation de

soufflantes ou de compresseurs et en utilisant des levures immobilisées

- fermenter de grands volumes de lisier/perméat (échelle pilote) en minimisant
les colits d’opération

- immobiliser une culture de levures sur des supports solides

- réduire les contrfles a exercer sur la fermentation

- réduire au minimum la formation de mousse

Démontrer la possibilité d’opérer la fermentation du lisier en continu
- conduire des fermentations performantes en continu
- évaluer la productivité du systéme

- optimiser les conditions d’opération en continu

Démontrer que le produit issu de la fermentation du mélange lisier/perméat
contient des protéines qui présentent un intérét pour I'alimentation animale et qui
peuvent se comparer & d’autres protéines végétales utilisées dans !’alimentation
des porcs

- déterminer les teneurs en protéine et en acides aminés

- déterminer les minéraux

- montrer que le produit issu de la fermentation ne devrait présenter

aucun danger en regard des pathogenes



CHAPITRE 1l

Essais en laboratoire prealables aux essais pilotes
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I Intreduction

['objectif que nous poursuivons ici est de mettre au point un milieu de culture a
moindre colit, pouvant servir a la production de protéines microbiennes uiilisables a
grande échelle par les producteurs de porcs. Il s’agit done d’essais a I’échelle du
Iaboratoire afin de nous assurer de la praticabilité de notre démarche, avant

d’envisager 1'échelle pilote & laquelle sera réservée le chapitre suivant. Cest dire,

qu’a I'issue de ce chapitre, nous aurons cerné les parametres qui retiendrout notre

attention au cours des essais pilotes.

Il sera plus précisément question de déterminer dans un premier temps les
proportions dans lesquelles il faut combiner les deux substrats (!*sier/perméat) pour
obtenir un développement abondant de diverses souches de levures. Dans
I"affirmative, il conviendra d’opérer une évaluation comparative de ces levures pour
déterminer laquelle est la plus performante, puis de déterminer les proportions des
deux ingrédients du méiange permettant d’obtenir un milieu capable de maximiser la
croissance. Enfin, m&me si nous fixons les proportions optimales de lisier et de
perméat assurant la croissance des levures, il ne faut pas perdre de vue que le lisier

est un milieu chargé en micro-organismes et susceptible de renfermer des

pathogenes.

C’est dire qu’il ne $’agit pas seulement de faire croitre les levures, mais il faudra
également qu’elles puissent se développer dans un miliew ol Ja compétition avec la
flore du lisier pour le substrat est moins rude et dans la mesure du possible, limiter
ou débarrasser le lisier des pathogénes qui peuvent s’y trouver. C’est pour répondre

a cette préoccupation que la recherche d’un pH optimal de fermentation awa son

importance.



1l Matériel et méthodes expérimentales

| Matériel

_ k.1 Le lisier de porc

Le lisier a été prélevé dans une porcherie de 1200 porcs, de type naisseur-finisseur,
de I'lle d'Orléans (Porcherie Orléans). Les échantillons ont été prélevés dans une pré-
fosse qui sert d’unité d'emmagasinement du lisier qui est située sous le plancher latté
de la porcherie. La pré-fosse est le siege d’une décantation et d’une sédimenta:ion
partielles de certaines particules solides. Cette préfosse est vidaagée chaque semaine
dans la fosse prircipale. Le lisier utilisé lors de nos essais est prélevé a i’aide d’une
petite pompe sub nersible et emmagasiné dans-des contenants de 1 litre conservés A
-20°C jusqu'a leur utilisation. Au moment du prélé¢vement, le lisier avait connu une

décantation naturclle d’au moins 24 h (absence d’agitation).
1.2 Le perméat de lactosérum

Les essais d’enrichissement du lisier ont été effectués avec du perméat de
lactosérum frais obtenu de ['ultrafiltration du lactosérum de fromage cheddar,
provenant du centre de recherche et de développement sur les aliments (CRDA),
(Agriculture Canada), de Saint-Hyacinthe. Le perméat a été lui aussi congclé 2 -

20°C afin d’en faciliter la conservation pour une péricde prolongée.
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[.3 Les souches de levures

Les souches de Kluyveromyces marxiarus, Kluyveromyces 5.P. golden cheese, et
Saccharomyces boulardii, ont été obtenues de "Lallemand Inc.”, (Montreal,
Québec), alors que la souche Trichosporon cutaneum a été obtenue de I'American
T ype Culture Collection (ATCC # 28330) au Maryland. Ces souches ont été choisies
pour leur valeur nutritive potentielle (protéines d'organismes unicellulaires) et pour
leur capacité a croitre dans le lactosérum,; il restait donc & vérifier leur capacité de
croitre dans le lisier de porc. Mentionnons ici que Saccharomyces boulardii (n°
871226), (de la banque de souche de la compagnie Lallemand) bien que trés
intéressante pour la supplémentation alimentaire, n’est pas reconnue comme capable

d’hydrolyser le lactose. Elle est capable néanmoins d’utiliser [’acide lactique comme

substrat carboné.

2 Méthodes expérimentales

2.1 Caractérisation de la flore indigéne du lisier de porc

Mentionnons que le dénombrement de la flore bactérienne tctale aérobie a été réalisé
sur milieu "Plate Count Agar” de Difco, incubé & 30°C pendant 48 heures. Les

coliformes ont ét€ dénombrés sur milieu "Violet Red Bile Agar" d= Difco apras 24

heures d'incubation a 37°C.

Pour le dénombrement des levures, deux méthodes ont été utilisées. La mét-ode de
I'hématimetre (Kova slide-10, ICL Scientific) au moyen d'un microscope Leitz
Laberlux S (Leica, Allemagne); une goutte de la suspension obtenue au moyen

d"unc pipette est déposée sur une lame et observée sous un grossissement de 400X,
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Le nombre de cellules & P'intérievr d’un petit carré est dénombré. La procédure est
répétée pour dix petits carrés. La concentration cellulaire est calculée a partir de la
moyenne de ces dix carrés selon la formule suivante: N = M x 90000 x D ot N
représente le nombre de cellules par ml, M le nombre moyen de cellules par petits

carrés, D, la dilution et 90000 le facteur de multiplication.

La viabilité des levures est mesurée par la réduction du bleu de méthyléne (en un
composé incolore) qui est un colorant simple et cationique qui se lie aux surfaces
des cellules qui sont généralement chargées négativement. Les cellules viables
contiennent des enzymes capables de réduire le bleu de méthyléne a 1%. Lorsque les
cellules sont immergées dans une solution aqueuse de bleu de méthylene (0,3%), le
colorant pénetre dans la cellule et est décoloré par les enzymes intracellulaires. Les
cellules mortes dans lesquelles ces enzymes sont inactives retiennent la coloration

bleue. Le pourcentage de cellules incolores mesure donc la viabilité (Atkinson et

Mavituna, 1991).

La méthode de dlilution et d’ensemencement a aussi été utilisée sur le milieu de
culture "Potato Dextrose Agar" de Difco dont le pH a été ajusté a 3,5. puis incubé a
la température de la piece (20-23°C) pendant 4 & 5 jours. Cette derniere méthode a

été utilisée pour 1e dénombrement des levures et moisissures.
2.2 Caractéristiques physico-chimiques du lisier de porc

Le pH du milieu de culture 1 été mesuré & l'aide d'un pH-metre Corning (modéle
140), muni d’une électrodc de type "Accumet" ("Accumet combination pH
electrodes with silver/silver chloride références: SN 7085168, Fisher Scientific").
L'azote ammoniacal a été déterminé par colorimétrie au moyen de la méthode de

Nessler (APHA, 1989).
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Les sucres et les acides ort été mesurés par HPLC (Waters, modele 712 WISP;
réfractomeétre Waters 410, colonne Interact-ion-300, Mendel Sci, Rockwooa USA;
le débit de la phase mobile constituée d’une solution diluée de H,SO,; pour HPLC
(0.0065N) étant de 0.4 ml/minute). Les solides totaux et les matiéres en suspension
gnt été déterminés sur le surnageant d’un lisier centrifugé 2 13 000 g pendant 15
" minutes, par différence de poids avant et aprés séchage d'un échantillon (10 ml) 2

85°C pendant 24 heures,

2.3 Effet de la centrifugation et du chauffage sur la microflore

du lisier de porc

Dans le but de réduire la compétition des levures avec la population irdigéne du
lisier pour le substrat, un certain nombre de traitements ont été envisagés et
appliqués au lisier avant la fermentation. Il s’agit notamment de la centrifugation et
du chauffage. Dans un premier temps, des essais de centrifugation du lisier ont été
menés a 8000 g pendant 20 minutes afin de débarrasser le lisier des matieres
colloidales c'est 2 dire des particules sur lesquelles pourraient s’attacher les micro-

organismes. Cette opération permet d'obtenir un lisier dit "clarifié".

Dans un deuxieéme temps, le lisier brut tout comme le lisier "clarifié” ont subi un
traitement de chauffage équivalent & la pasteurisation d’ure créme laitiere (Boggh-
Sorensen, 1992). En effet, nous sommes partis de I'hypothése selon laquelle, en

diminuant les matieres en suspension, il est possible d'améliorer l'efficacité de la

pasteurisation.



Le but de cette étude étant de produire un milieu fermenté destiné a I’alimentation
animale, le traitement par chauffage pourrait jouer un double rble: éliminer les
pathogenes qui peuvent constituer une entrave a cette finalité, mais aussi, réduire la

compétition de la population indigéne pour le substrat.

*

"A cet effet, des tubes 2 essais contenant 15 ml d’échantillon ont été caauffés pendant
5-10-30 minutes dans un bain raarie & 85°C, puis refroidis aussit6t dars un bain de
glace. La flore totale aérobie, les coliformes totaux, les levures et moisissures ont été
dénombrés comme mentionné plus haut (2.1) apres chaque intervalle de temps, auss.
bien dans le lisier brut que dans le lisier "clarifié", chauffé et non chauffé. Une fois
ces essais réalisés, nous nous sommes intéressés aux proportions lisier/perméat (LP)

pouvant satisfai.;e les exigences nutritives des levures.

2.4 Essais de croissance des ‘evures dans le milieu LP pasteurisé et non pasteurisé

La capacité de croissance des souches a été mesurée dans divers mélanges de lisier
et de perméat de lactosérum avec des rapports C/N de 30:1, 20:1, 10:1, 1:1 (tableau
2.5) en tenant compte des rapports généralement utilisés dans la littérature (Tahoun
et al., 1987). (Voir annexe B pour le calcul des rapports C/N). Les fermentations ont
été effectuées en Erlenmeyers de 500 ml. Chaque Erlenmever contenait 120 ml de
milieu LP pasteurisé (85°C, 30 min) ou non pasteurisé et testé selon ’un des quatre

ratio C/N ci-dessus mentionnés.

Par la suite, chacun des différents milieux a été ensemencé par ['une des 4 souches
de levures avec un inoculum de 1% contenant environ 10° levures/ml. Les cultures

de référence étaient maintenues sur gélose "malt agar” et transférées tous les mois et

demi & deux mois.
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Un aliquot prélevé a partir de cette gélose inclinée était transféré dans du bouillon au
malt pendant 48 h (dans un Erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml de bouillon).
Apreés 48 heures d’incubation, 1 ml de ce bouillon était transféré dans 100 ml de
perméat de lactosérum pendant 24 heures. Les Erlenmeyers ont été placés sur une
table agitatrice ("G10 Gyrotory shaker, New Brunswick Scientific, Springfield,
'New-lersey, USA"). Les fermentations ont été menées en mode batch, 2 la
température de la piece (20-23°C), sous une agitation de 250 RPM pendant 6 & 7

jours et a des pH non contr6lés. Les essais ont été répétés au moins 3 fois.

2.5 Effet du pH du milieu de culture sur la croissance de K. marxianus

Afin de mieux cerner la cinétique de démarrage de la fermentation, une expérience
a donc été réalisée dans le but d’étudier I’effet de 7 niveaux de pH (6,0~ 5 7- 5,4~

5,1- 4,8- 4,5- 4,0) sur la croissance des levures et de suivre 1’évolution des sucres et

des acides organiques au cours de la fermentation.

Les expériences ont été menées telles que décrites au point 2.4, sauf qu’ici, chaque
Erlernmeyer contenait 160 ml du milieu LP 2 un pH donné allant de 4,0 a 6,0.
L’ajustement du pH de départ s’est fait avec du H,SO,4 2N. Les différent niveaux de
pH furent réajustés chaque 24 heures au moyen de H,SO4 2N ou dz NaOH 2N, et

ceci pendant 6 jours.

Des analyses ont £té effectuées pour suivre particulierement les concentrations de

lactose, d’azote ammoniacal et d’acide lactique (cf.2.2).
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111 Risultats et discussion

| Caractéristiques du lisier de porc

les résultats permettant de caractériser le lisier de porc que nous avons utilisé sont
présentés au tableau 2. On note que la teneur en eau du produit prélevé directement
de la pré-fosse de la porcherie est treés élevée puisqu’on n’y retrouve que 1.55% de

solides totaux en moyenne. La teneur moyenne en azote ammoniacal ¢tait de 2.7g/L.

Le pH varie peu, les valeurs sont toujours proches de la neutralité et ne dépassent
jamais 7. Nous n’avons pas détecté de sucres fermentescibles tels que le lactose, le
glucose ou le galactose. Cependant, nous avons pu détecter des acides tels I'acide
acétique, I'acide propionique et I’acide butyrique. Les résultats obtenus nour la
teneur en eau confirment que le lisier de porc est un effluent trés dilué. L’eau
provient essentiellement de I’urine des animaux, de I’écoulement ou des fuites d’eau

des systemes d’abreuvement de méme que des lavages (Lemelin et al., 1992).

Selon Asselin (1992), la teneur moyenne en eau dans les fosses est généraleinent
supérieure & 95%. Nos valeurs se situent dans cet ordre de grandeur. Puisqu’il
s'effectue une sédimentation dans la pré-fosse et que les prélévements sont effectuéds
beaucoup plus dans la couche intermédiaire qu’en profondeur de la préfosse, il est
normal que la teneur en solides de notre lisier soit basse. Ce lisier dilué et décanté a

pu étre utilisé tel quel (sans tamisage) dans nos essais ultérieurs de fermentation.

La teneur en azote total des lisiers differe de fagcon importante selon ies études

rapportées dans la littérature.
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Plusieurs facteurs concourent a faire varier la teneur en azote des éciantilions
notamment, I’4ge du lisier, sa position dans la fosse (profondeur), I’alimentation des
porcs (Maheux et al., 1996), le pH et la méthode de prélévement. La teneur en azote
ammoniacal du produit que nous avons analysé se situe dans la moyenne trouvée
dans la littérature. L’absence de sucres facilement métabolisables par les micro-
' organismes confirme que le lisier est un milieu épuisé et mal adapté pour la culture
de levures. En outre, ce tableau donne la moyenne du dénombrement microbien

obter.u sur plusieurs prélévements de lisier, 2 diverses périodes au cours des ecsais.

Ces risultats mcatrent que le lisier de porc constitue bel et bien un milieu propice a
la croissance d'u. grand nombre de micro-organismes, surtout de bactéries (1néme si
la population de 4x107 n’est pas trés élevée parce que c’est la flore aérobie) et

confirment ceux rapportés par Bisaillon et al. (1984).

2 Effet de la centrifugation et du chauffage sur la microflore

du lisier de porc

La centrifugation utilisée pour maximiser I’efficacité du chauffage du lisier 4 $5°C a
permis de réduire la flore totale de 2 log (tableau 2.3) alors que les coliformes totaux
&

et les levures/moisissures n'étaient déja plus détectables dans le milieu aprés 5

minutes de chauffage.

Le traitement thermique permet de réduire la flore tctale du lisier centrifugé ou non
centrifugé de 3 log aprés 5 minutes tout comme aprés 30 minutes de chauffage. Ce
traitement détruit beaucoup plus rapidement les coliformes et les champignons que

la flore totale. En effet, aprés 5 minutes de traitement thermique, on ne détecte plus

que 700 micro-organismes par ml dans le lisier centrifugé.
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Toutefois, en regard de la flore totale, surtout composée de bactéries aérobies
comme Bacillus sp., Pseudomonas sp. et anaérobies comme Bacteroides sp., on note
que malgré une réduction de 3 log, il reste encore quelque 20 000 micro-organismes
par ml de lisier aprés 30 minutes de chauffage. Les dénombrements de flore totale
sont aussi bas aprés 5 minutes qu’apres 30 minutes de chaﬁffage. Ce qui laisse
supposer que 1a flore résiduelle est vraisemblablement composée surtout de spores

résistantes 2 la chaleur.

Toutefois, dans le but de maximiser les cofits liés au chauffage et A la centrifugation,
il a été décidé de poursuivre les expériences avec du lisier non chauffé et non
centrifugé et d’cnvisager d’autres possibilités beaucoup plus économiques, pouvant

mener aux mémes résultats.

3 Essais de croissance des levures dans le milieu lisier/perméat :

détermination du C/N

Les résultats du tableau 4 montrent que les levures peuvent croftre dans du lisier non
pasteurisé enrichi de perméat et que K.marxianus s'est démarquée des autres souches
de levures aprés 6 jours de croissance dans un milieu affichant un rapport C/N de
10/1. La biomasse obtenue était de l'ordre de 107 levures par ml. Comparativement
aux trois autres souches, X marxianus s’est avérée la plus performante et ce, queique

soit le ratio C/N utilisé pour les essais.

Apres ces résultats préliminaires, nous avons effectué les mémes essais de
croissance, dans les mémes conditions de fermentation, mais avec le milieu LP
pasteurisé. Les résultats obtenus (tableau 2.4) montrent que ce milieu est

généralement favorable 2 1a croissance des levures lorsqu’il est pasteurisé,
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La performance de K. marxianus dans ces conditions était supérieure a celle des
autres souches quelque soit le ratio C/N. Toutefois, il faut relever que le rapport 30/1
convient le mieux au développement de la plupart des souches de levures.
Cependant, un rapport C/N de 30/1 ou de 20/1 entraine un surplus de carbone
disponible pour les levures qui pourraient I'utiliser entre autrés pour produire des
réserves lipidiques ou glucidiques (tréhalose, glycogéne). Le ratio maximal de
carbene et d'azote qu'une levure peut assimiler pour la synth&se de ses constituants
cellulaires de base est de 7/1-10/1 (Atkinson et Mavituna, 1991). Ce:. essais ont donc

permis de constater que le milieu LP pasteurisé est favorable 3 la croissance des

levures.

L’excés de carbone du milieu représente donc un gaspilage de substrat et pourrait
par surcroit servir de substrat & des micro-organismes indésirables. Il faut souligner
aussi que les résultats favorables obtenus avec le rapport 30:1 I'ont été en utilisant
un milieu (LP) préalablement chauffé (pasteurisé). A cause de ces considérations et
compte tenu de la rentabilité économique douteuse d'un procédé de pasteurisation,

cet ensemble de conditions n'a pas été retenu.

En outre, des ratios C/N élevés supposent des mélanges de volumes beaucoup plus
importants de perméat que de lisier. L'objectif principal de cette étude étant de
trouver une avenue rentable et respectueuse de I'environnement pour le lisier, nous
avons donc opté pour le rapport 10/1 qui a toute fin pratique (pasteurisé ou non)
minimise les volumes 4 mélanger et donne des résultats satisfaisants. Ce rapport
représente, sous nos conditions expérimentales, une proportion d’environ 55% (vol)
de lisier et 45% (vol) de perméat dans le mélange. Il faut cependant mentionner que
ce rapport peut varier en fonction de la teneur en azote ammoniacal du lisier ; la

teneur en lactose du perméat par ailleurs est nettement plus constante.



A partir de la formule chimique approximative des levures {CgH,003N), (Atkinson et
Mavituna, 1991) on aurait pu retenir des le départ un ratio 10’l. Néanmoins, nous
avons voulu tenir compte de situations problématiques qui pourraient survenir 2 la
ferme. En effet, il se pourrait qu’a un moment donné un producteur de porcs se
cetrouve avec une quantité de lactosérum a mélanger 4 son lisier. Ces résultats
* préliminaires permettent de suggérer de doubler et m&me de tripler le ratio C/N sans

effets négatifs observables sur la performance de croissance des levures.

4 Effet du pH du milieu de culture sur la croissance de XK. marxianus

Ces essais préliminaires que nous venons de rapporter, bien que favorisant une
croissance adéquate des levures, ne permettent pas d’éliminer la prolifération de
bactéries inoffensives ou potentiellement pathogenes, pas plus qu’elles ne
permettent de réduire la compétition d’autres levures. Le contrdle du pH a donc été
envisagé non seulement pour maximiser la vitesse de fermentation et les rendements
en biomasse mais aussi pour exercer un certain contr6le sur le développement des

bactéries potentiellement pathogénes.

L’activité microbienne au cours des fermentations entraine des fluctuations de pH
lies 2 I'utilisation de certains substrats (hydrates de carbone) et 4 la production de
certains métabolites (c’est 2 dire les acides organiques). Considérant que le lisier
peut contenir des micro-organisraes potentiellement pathogenes et sachant aursi
qu'un pH de 4,5 représente une barriere pour ces derniers (Russe! et Diez-Gonzal:z,
1998; Gould et al., 1983), nous avons effectué des essais a différents pH (se situant

dans la plage optiinale de 4,5 2 6,0) afin de répondre 2 cette nécessité.



Puisque les résultats obtenus a pH 4,5 (figure 2.1) démontraient une croissance tres
ralentie et plafonnant rapidemer.t, nous avons cherché un pH pouvant permettrz un
démarrage rapide de la fermentation sans trop favoriser le développement des
bactéries indigénes. C’est dans cette optique que nous avons réalisé des essais 2 un
pH initial de 5,¢ (figure 2.1). Les résultats se sont avérés trés satisfaisants (2.8x10°
levures/ml par rapport a 2x10%). Cet ajustement a permis d’obtenir une croissance
abondante des levures tout en minimisant les inhibitions imputables a la présence
d’acides organiques & courte; chaines ( Russel et Diez-Gonzalez, 1998 ; Gershon et
Shanks, 1978 ; Spencer-Mar ins, 1994). Les courbes de croissance de la levure K.
marxianus (figure 2.2) permettent de visualiser la nature du phénomene. On constate
une croissance abondante pour les pH supérieurs a 5,0 alors qu’aux pH inférieurs,
les levures semblent incapables d’utiliser efficacement les substrats. La phase de
croissance logarithmique est considérablement retardée surtout aux pH inférieurs 3

5,1

La figure 2.3 illustre la vitesse d’utilisation du lactose par K. marxianus; on y
distingue une utilisation rapide pour le pH 5,4; tout le lactose fut utilisé apres trois
jours de fermentation alors qu’il a fallu attendre 6 jours pour observer 1’épuisement

du milieu aux pH 4,5 et 4,0.

La figure 2.5 présentent I'évolution des concentrations d’acides organiques, en
particulier ’acide lactique, 1’acide acétique et I’acide propionique en fonction du
temps. L’acide lactique est produit en quantité importante les premiers jours de la
fermentation, puis disparait des milieux pour les pH 5,4 et pH 6,0 La concentration
en acide acétique fluctue tout au long de la fermentation tandis que celle en acide
propionique reste trés faible du début a la fin de la fermentation: généralement. Ces
résultats sont en conformité avec les précédents (figure 2.3) et indiquent qu’il y a

clfectivement une forte activité métabolique a un pH supérieur a 5,0-5,4.
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Au début de la fermentation, une partie du lactose serait utilisce directement par les
levures et une autre partie par les bactéries qui le transforment en acide lactique.
Aux bas pH, les enzymes bactériennes telles que les B-galactosidases qui permettent
I"hydrolyse du lactose en glucose et en galactose sont vraisembl'ablement inhibées si
bien que ces monosaccharides qui devraient étre métabolisés par la suite pour la

"production de biomasse ne peuvent &tre utilisés 2 cette fin.

Les acides organiques sont reconnus depuis longtemps pour leur pouvoir inhibiteur
vis a vis des bactéries. Le pH d’un milieu de culture contenant des acides organiques
joue un rdle important sur la toxicité de ces acides, éiant donné que Vacide se
retrouve sous forme non dissociée lorsque le pH est inférieur au pKa de I'acide
concerné (Henry et al., 1983 ; Borquez et al., 1994 ; Russel et Diez-Gonzalez, 1998).
Retenons par définition que le pKa d’une solution donne la valeur de pH 2 laquelie
les formes dissociées et non dissociées des acides sont en concentration égale. I

permet donc de connaitre I’état ionique de la solution en fonction du pH.

Lorsque la valeur du pH est inférieure au pKa, la forme non dissociée de I’acide

domine alors que pour des valeurs de pH supérieures au pKa, la fcrme dissociée

(moins inhibitrice) domine.

Tablean 2.1. Acides organiques & courte chaine et leur pKa.

Lactique Acétiqus Propionique Butyrique
Pka 3,0t 4,75 4,87 4,81
Température - 25°C 25°C 20°C
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Comme 'indique le tableau 2.1, les valeurs de pKa des acides grac vo'atils se situent
entre 4,7 et 4,9 et augmentent avec la longueur de la chaine caibonée (Russel et
Diez-Gonzalez, 1998) si bien qu’a des valeurs de pH inférietres a 5,0, les formes
non dissociées aominent. L’effet du pH sur la dissociation des acides organiques est
décrit par l’écuation de Herderson-Hasselbalch ot A’ et HA représentent
respectivement les formes dissociées et non dissociées de ces acides (Russel et Diez-
"Gonzalez, 1998).
pH = pKa +log [A7] 7 [HA]

Le pouvoir inhibiteur des acides organiques sur l'activité microbienne est donc

inversement reli€ au pH dv milieu: plus le pH est bas plus I’ inhibition est forte.

La toxicité est due au flux transmembranaire de la forme non dissociée qui entre
dans la ceilule par diffusion simple. Ces acides exercent leur effet nuisible cu
acidifiant le cytoplasme. En effet, une fois dans le cytoplasme ol le pH est neutre,
I'acide organique (XCOOH) se dissocie (H*, XCOOQ); cette situation a pour
conséquence une baisse du pH a I'intérieur de la cellule qui s’acidifie a cause des
protons (H') libérés par la dissociation de I'acide organique ei entraine
éventuellement un ralentissement de la vitesse de la fermentation (Russel et Diez-
Gonzalez, 1998 ; Pampulha et Loureirc-Dias, 1990; Spencer-Martins, 1994 ;
Borquez et al., 1994).

Ce ralentissement pourrait s’expliquer selon Gould et al., (1983) par le fait que la
cellule dépense beaucoup d’énergie pour maintenir le pH interne constant au dépend
de I’énergie disponible pour la syntheése de nouveaux matériels. Aux pH 1€gerement
acides, ceux-ci sont rnoiris toxiques pour les levures que pour les bactéries (Hong et
al., 1990) bien qu’il y ait plus d’acides produits dans le milieu. La croissance
bactérienne est fortement inhibée lorsque le pH est en dessous de 4,5; ce qui

minimise les risques de contamination et de dominance bactérienne (Boze ¢t al.,

1992).
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Nos résultats (figure 2.5) sont en accord avec ceux de Erdman et Reddy, (1987), qui
ont observé une augmentation de la concentration en acide lactique au début de la
fermentation suivie d’une baisse rapide. Cette chute pourrait &tre attribuée 2
I’utilisation de cet acide par les levures. Nous savons entre aut-e Quc I"acidité ralentit

Ja synthese de plusieurs enzymes qui catalysent diverses étapes de la glycolyse.

Ces observations confirment aussi celles de Hong et al., (1990) gui ont noté une
inhibition accrue de la croissance des levures Schizosaccharomyces a4 des pH
inférieurs a 4,9. D’ailleurs, nous avons observé des fluctuations importantes du pH,

que nous avons dfl ajuster chaque 24 heures.

Pour les pH maintenus 2 des valeurs supérieures a 5,0, nous avons aussi noté une
baisse du pH au début de la termentation, ce qui pourrai. étre d@ & la production
d’acides organiques et/ou 2 ’assimilation de 1’azote ammoniacal dont les résultats

sont présentés a la figure 2.4.

Au début de la fermentation, 1’azote est assimilé rapidement & un pH de 5,4. Ce qui
ne semble pas &tre le cas aux plus bas pH. En effet, lorsque les conditions sont
défavorables, les bactéries utilisent directement les acides aminés du milieu pour
synthétiser leurs protéines (Slaughter, 1988 ; Burrows, 1970) alors que les levures
continuent d’utiliser I’azote ammoniacal pour maintenir leur pool d’acides aminés. Il
est établi que les bactéries aérobies utilisent facilement les acides organiques pour

leur croissance (Chen et al., 1994).
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1V Conclusion partielle

Grdce a une supplémentation adéquate du lisier en sucres fermentescibles et en
levures, nous avons pu établir que les levures peuvent se déveloper dans da lisier
de porc enrichi de perméat de lactosérum de fromageric (malgré une forte
contamination bactérienne au départ), sous une valeur optimale de pH de |’ordre de
’ 3,5 pour le démarrage de la fermentation. Les résultats obtenus ont permis de retenir
la levure Kluyveromyces marxianus comme étant particulirement bien adaptée a
croitre sur un milieu mixte a base de lisier de porc et de perméat de lactosérum

puisqu’elle s’est avérée la plus performante des quatre souches de levures étudiées.

Un rapport C/N de 10/1 sewable suffisant pour assurer une croissance abondante
des levures. Ce ratio correspond 2 un mélange d’environ 55% de lisier avec 45% de
perméat (vol/vol). Des ratios C:N de 20:1 et 30:1 se sont avérés tout aussi
performants quant a la quantité de levures produite. Un ajustement de départ du pH
4 5,5 a permis de maximiser la croissance tout en prévenant certaines inhibitions qui
seralent vraisemblablement imputables & la présence d’acides organiques a courte
chafne. Pour la suite des travaux, nous avons donc retenu K, marxianus et le rapport
C/N de 10:1. Ces conditions permettent aussi d’obtenir un produit dont I’apparence

est présentée a la figure 2.6.
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Tableau 2.2. Composition type du lisier de porc utilisé lors des essais en laboratoire

Solides totaux 1,55% Lactose nd.*
MES 0,67% Glucose n.d.

pH 6,8 Galactose n.d.
N-NH3 2,7 g/l Acide lactique n.d.
Flore totale 4.3x10 ufc/ml Acide acétique 1,45 g/L
Coliformes totaux 3.0x10° ufc/ml Acide propionique 0,75 g/L
Levures et moisissures 4.7x10° ufe/ml Acide butyrique 0,6 g/L

* non détecté

Tableau 2.3. Effet du chauffage du lisier 2 85°C pendant 5-10-30 minutes et de la

centrifugation (8000 g, 20 minutes) sur la microflore du lisier de porc

Centrifugation Flore totale Coliformes Levures et
Durée du Du lisier (UFC**/ml) Totaux moisissures
chauffage (UFC/ml) (UFC/mi)
___{(minutes)
e e s e
0 c* A 6.9x10 <10 <10°
nc 4.3x10’ 1.0x10° 7.6x10°
5 ¢ 6.9x10? <10° <10°
nc 2.5x10* <10° <10°
10 c 4.7x10? <10° <10
ne 1.1x10* <10° <10°
30 c 2.3x10% <10° <10°
ne 2.1x10* <10° <10°

*¢ ; lisier centrifugé 20 minutes 3 8000 g ; nc : lisier non centrifugé
** UFC : unités formatrices de colonies
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Tableau 2.4. Dénombrement des levures dans le milieu LP pasteurisé (85°C-30

minutes) et non pasteurisé apres 6 jours de croissance a 20-23°C, sous une

agitation de 250 rpm

Ratio C:N (p/p)--> 1:1 10:1 20:1 3ot

Souches NP P NP p NP P NP p
Kluyveromyces marxianus <10° <10° 1.8x10" 2.0x10°  1.9x10° 2.4 x10° 7.2x10° 3.2x10°
Saccharomyces boulardii <10® <10 4.0x10° 23x10°  22x10° 6.9x10° 7.7x10° 2.6 x10°
Trichosporon cutaneum <10° <10° 8.7x10° 20x10° 94x10° 7.5x107 4.0x10° 2.7 x10%
Ktuyveromyces golden cheese | <10° <10°  1.7x10% 5.5x107  |4x10° 7.8 x10" 7.210° 2.9 x10°

NP= non pasteurisé

P = pasteurisé

Tableau 2.5. Proportion de lisier et de perméat utilisée au cours des fermentations

Rapport C :N % purin % perméat
30:1 25 75
20:1 34 66
10:1 50 50

1:1 90 10
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Figure 2.1. Performance de croissance de K. marxianus sur une période de 6 jours dans le
milieu LP, sous un ratio C/N=10, une température de 20-23°C, des pH de 4,5 et
et 5,5 ajustés manuellement au moyen de HaSO4 (2N) et NaOH (2N) toutes les

24 heures, sous une agitation de 250 rpm.
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Figure 2.2. Courbes de croissance de K. marxianus sur une période de 6 jours, sous un ratio
C/N=10 a une température de 20-23°C, sous différentes conditions de pH du
milieu LP ajusté manuellement au moyen de HSO4 (2N) et NaOH (2N) toutes les

24 heures, sous une agitation de 250 rpm.
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Figure 2.3. Utilisation du lactose par K. marxianus sur une période de 6 jours, sous un ratio

C/N=10, une température de 20-23°C, sous différentes conditions de pH du milieu LP
ajusté manuellement au moyen de H,SO4 (2N) et NaOH (2N) toutes les 24 heures,

sous une agitation de 250 rpin.
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Figure 2.4. Utilisation de I’azote ammoniacal par K. marxianus sur une période de 6 jours, sous un
ratio C/N=10, une température de 20-23°C, sous différentes conditions de pH du milieu
LP ajusté manuellement au moyen de H,SO, (2N) et NaOH (2N) toutes les 24 heures,

sous une agitation de 250 rpm,
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Figure 2.5. Evolution des acides lactique, acétique et propionique au cours de la fermentation de K.
marxianus dans le milieu LP sur une période de 6 jours, sous un ratio C/N=10, une
température de 20-23°C, sous différentes conditions de pH du milieu LP ajusté
manuellement au moyen de H,50; (2N) et NaOH (2N) toutes les 24 hcures, sous une

agitation de 250 rpm,
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Figure 2.6. Apparence du lisier brut (A), du perméat de lactosérum (B), du mélange
du lisier/perméat 55:45 (C) et du mélange fermenté par K. marxianus a 22°C dans

des flacons agités a 250 rpm (D).



Chapitre 1l

Mise a I’échelle pilote du procédé développé en laboratoire:
sélection et évaluation du bioréacteur
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Dans ce chapitre, nous décrirons la démarche expérimentale et les résultats qui ont

permis de sélectionner un bioréacteur permettant la mise a I’échelle pilote du

procédé développé en laboratoire.

1 Matériel et méthndes

| Matiéres premiéres

1.1 Lisier de porc

Nous avons déj. étudié le lisier de porc dans sa notion méme (ch. 1, section 1.1) et
nous avons aussi précisé la provenance du lisier utilis€é dans cette étude (ch. 2,
section 1.1). Néanmoins, il est important de noter qu’a I’échelle ot nous travaillons,
nous avons opté pour du lisier frais, c’est a dire pour un lisier n’ayant pas plus de 3-
4 jours d’age, puisqu’il nous faut supposer que cette technologie, si elle était

installée dans une porcherie, épuiserait le lisier au fur et 2 mesure de sa production.

1.2 Perméat de lactosérum

II convient de rappeler que le perméat de lactosérum a fait l'objet de
développements dans le chapitre I (II). Il importe cependant de préciser qu’une
partie Ces essais décrits dans ce chapitre a été réalisée avec du lactosérum entier
(non écrémé et non ultrafiltré) pour tenir compte des porcheries recevant ce produit
directement de fromageries ne disposant pas d’appareils d’ultrafiltration. Cela
s’explique aussi par le fait que ce dernier est un matériel un peu plus di:ficile a
manipuler par rapport au perméat parce qu’il contient des protéines, du gras et une

contamination bactérienne non négligeable (ferments lactiques principalement).
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De ce fait, il est beaucoup plus susceptible de mousser lors de la fermentation. Donc,
st nous arrivons a contrler la mousse avec le lactosérum, il est fort probable qu’il
en soit ainsi pour le perméat qui lui, est une substance dépourvue de protéines et par
conséquent moins susceptible de mousser comme le lactosérum. C’est dire que si
nous pouvons le plus, nous pouvons le moins. Précisons que le lactosérum provenait

de la ferme SMA (rue d’Estimauville, Québec).
1.3 Levures

Les deux substrats ci-haut décrits furent ensemencés au moyen d’une culture de
levures. Celle que nous avons sélectionnée pour la conduite des fermentations est
Kluyveromyces marxianus a cause de son aptitude 2 utiliser le lactose et a se
développer abondamment dans un milieu composé de lisier et de perméat (chapitre
2, 3). Le bioréacteur a été ensemencé 2 partif d’un inoculum de 1% contenant
environ 10° levures/ml préparé de la mani2re suivante. Un aliquot prélevé 4 partir de
la gélose (malt agar) inclinée fut transféré dans du bouillon au malt pendant 48h
(dans un Erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml de ce milieu). Aprés 48 heures
d'incubation & 23°C et sous une agitation de 250 rpm, 1 ml de cette culture fut
transféré dans 100 ml de perméat de lactosérum pendant 24 heures, et a servi 2

inoculer le bioréacteur.
1.4 Neutralisant

Les micro-organismes modifient le pH du milieu au cours de leur croissance. I est
donc souhaitable, dans un contexte d’optimisation des conditions de croissance, de
I’ajuster au niveau désiré. Le neutralisant utilisé pour les besoins de ce chapitre était
de I'acide chlorhydrique concentré. L’ajout d’acide s’est effectué manuellement et

au besoin.



87
1.5 Antimousse

L’aération du milieu est nécessaire pour maximiser la désodorisaticn et la
production de biomasse levurienne. Cependant, la production de mousse qui en
découle devra étre minimisée et/ou neutralisée. A cet effet, le produit que nous
avons utilisé pour minimiser la mousse qui se formait de fagon sporadique dans le
bioréacteur était un antimousse commercial (Disfoam CC-118, NOF Corp., Japon)
dilué de moitié avec de 'huile végétale de canola (Métro). Nous avons établi qu’une
dilution avec de I’huile végétale pouvait étre envisagée jusqu'a des ratios de 1/10
sans trop affecter 1’activité antimoussante de ce produit et sans effet inhibiteur sur

l=s levures.

2 Bioréacteurs

2.1 Culture en cuve aérée par microbullage

Lors du passage du laboratoire & I'usine pilote, nous avons d’abord opté pour un
bioréacteur (figure 3.1) qui permettait une aération par microbullage au moyen 4’un
diffuseur (Aquipro, model MBD100). Cependant, nous avons vite remarqué les
limites d’un tel bioréacteur. En effet, nous avons non seulement observé une
production de chaleur importante (réaction exothermique) mais également une forte
production de mousse nécessitant une consommation importante d’antimousse.
Nous avons aussi noté une acidification marquée du milieu de fermentation. Le pH
était constamment en dessous de 4,0. Cette production d’acide a provoqué la
corrosion de la pompe (moteur ¥2 hp) de recirculation du miiieu en fermentation
dont certrines composantes étaient faites d’aluminium. I convient de souligner qu’a

ce stade de nos essais, le contrdle de pH n’était pas utilisé.
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Le fonctionnement de ce bioréacteur nécessitait en outre une aération au moyen
d’air comprimé, entrainant des cofits importants puisque nécessitant un compresseur
relativement cofiteux et énergivore. Tout cela a conduit a sa mise a I’écart, de sorte
que nous avons dil dans un deuxiéme temps concevoir un nouveau bioréacteur
pouvant minimiser 2 la fois la production de mousse et les colits de I"aération. Tout
le travail ainsi que toutes les conclusions rapportés dans ce chapitre sont a relier & ce
"deuxi®me bioréacteur pilote sur lequel notre choix s’est porté et dont la description

détaillée est présentée ci-dessous.

2.2 Culture sur colonne aérée par écoulement en film mince
2.2.1 Description et fonctionnement du bioréacteur

Le bioréacteur pilote utilisé consiste en une colonne verticale (figure 3.2a) garnie de
3.6 m de hauteur et dé 0.3 m de diametre, & U'intéricur de laquelle les cellules de
levures sont immobilisées sur des supports de PVC (Oxyd’H,0, Longueuil, Québec)
d’une géométrie particuliere (figure 3.2c) et disposés en trois sections alternées:
verticalement, en désordre et verticalement. Ces supports permettent une circulation
d’air & contre-courant (de bas en haut) de celle du milieu de fermentation (de haut en
bas) et une maximisation de la surface d’échange de la phase liquide (figure 3.2b).
Cette colonne repose sur une cuve rectangulaire en polypropyléne de 61 cm de
large; 92 cm de long et ayant une hauteur de 71 cm dont le volume de liquide en

circulation était de 30 litres.

La chaleur développée par les levures actives dans le milieu en fermcntation favorise
une circulation d’air du bas vers le haut du bioréacteur, grice & un effet comparable
a celui d’une cheminée. Il en résulte un systdéme d’aération qui ne nécessite aucune

composante mécanique pour comprimer ou souffler ’air.
]
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Le systeme fonctionne en tirant profit au maximum des forces de gravité et ne
nécessite qu’une recirculation du milieu liquide. Cette circulation est assurée au
moyen d’une pompe centrifuge (moteur l1hp) a grand débit qui permet, en méme
temps, un mélange efficace de tous les ingrédients du milieu (lisier, perméat de
lactosérum, neutralisant, levures). La colonne est également reliée 3 unc pompe
péristaltique 2 double téte assurant I’injection du perméat de lactosérum et du lisier

dans le milieu en circulation.
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Figure 3.1. Schéma du bioréacteur utilisé pour les essais préliminaires
a I'échelle pilote
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Figure 3.2¢c. Forme des supporis (7,5 cm de diametre/1,15 m de long) de PVC
utilisés pour I’immobilisation des levures a I'intérieur du bioréacteur
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3 Méthodes

3.1 Le fermentation

Dans le présent travail, nous avons opté pour une fermentation alimentée en continu
de manitre & en taciliter I'implantation dans des porcheries ou le lisier est produit &
 toute fin pratique en continu. En effet, si le procédé s’avérait fiable, il pourrait étre
installé sur des fermes ol le lisier serait introduit dans le bioréacteur au fur et 2
mesure de sa production. Nous avons procédé dans un premier temps a une
ferrnentation dite en fed-batch c’est 4 dire avec une alimentation continue ¢n lisier et
en perméat et une décharge en discontinu. Il faut noter alors que dans ce proz£dé, on
a nécessairement affaire 3 une utilisation continue du lisier et une vidange
séquentielle pouvant &tre ajustée 2 I'horaire des repas. Ce a quoi se préte cette
méthode. C’est précisément la raison pour laquelle nous avons retenu dans un
premier temps un tel régime de fermentation. Nous avons aussi vérifié dans un
deuxidéme temps un mode de fonctionnement avec soutirage continuel du milieu

fermenté au moyen d’un dispositif de trop-plein.

Les différents parameétres que nous avons surveillés sont le pH, la ternpérature,
I'oxygene dissout (O;D) et le débit d’alimentation du bioréacteur. Il s’agit 12 de
parametres classiques qu’il est d’usage de contr8ler lors d’une fermentation (Royce,

1993; Blouin et al., 1988).
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3.2 Suivi et contrdle

3.2.1 pH

Le pH renseigne sur les conditions d’acidité ou d’alcalinité qui‘ prévalent dans un
milieu aqueux. Sa hausse ou sa baisse généréront, selon les cas, des conséquences
"souliaitables ou non, si I'on considere I’objectif de recyclage alimentaire qui est au
ceeur de notre étude. En effet, un pH trop prés de la neutralité dans le milieu de
fermentation conduirait fort probablement 2 des conditions favorisant le
développement de bactéries potentiellement pathogenes et nous éloignerait de notre
objectif de valorisation comme ingrédient alimentaire. A I’inverse un pH inférieur
ou égal & 4,5 minimisera et préviendra la croissance de bactéries pathogénes mais
ralentira aussi le processus de fermentation. De 13, I'intérét dn contréle du pH. Ce
qui au demeurant permet d’éviter I’ajout de produits ou la mise en ceuvre de
traitements particuliers pour contrer le développement des pathogénes qui auraient
pu contaminer le milieu. Pour réaliser les mesures et le contr6le manuel du pH, nous
avons utilisé un pH-metre Corning (modeéle 140) muni d'une électrode combinée de

type "'Accumet' (Fisher Scientific, Montréal).

Notre fagon de procéder était la suivante : plusieurs fois par jour, ncus prélevions un
€chantillon du milieu pour en déterminer le pH. En fonction de la lecture obtenue,
nous ajoutions ou pas selon le cas, de I’acide chlorhydrique (HCI) concentré dans le

milieu en fermentation jusqu'a ce que nous obtenions la valeur du pH recherchée (&

peu pres 4,5).
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3.2.2 Température

Un effet fort intéressant de la température est son influence sur la sélection des
micro-organismes dans un environnement donné (Robinson et al., 1971). Une
analyse préliminaire du milieu en fermentation a montré que la température fluctuait
entre 22°C et 30°C en réponse a I’activité métabolique plus ou moins pronoacée de
la culture de levures. La température constitue donc un moyen simple, fiable et peu
coftteux d’évaluer le degré d’activité des micro-organismes. Nous avons suivi la
tempéreture de 1’air ambiant et du milieu en fermentation, 4 intervalles réguliers, 2

I’aide d’un thermocouple Dua log-RTm, modele 600-1050 (Barnat Co.)

Dans la mesure ol I’objectif final est d’obtenir un produit enrichi en levures, exempt
de pathogénes et destiné 4 ’alimentation animale, il est crucial de stimuler au
maximum la croissance des levures en exploitant divers avantages comparatifs par

rapport aux bactéries pathogénes (pH 1égérement acide, et température inférieure 2

30°C).
3.2.3 Oxygene dissout (O;D)

L’0,D mesure la quantité d’oxygene disponible dans le milieu et nécessaire a la
croissance et a [’activité des micro-organismes. Dans un procédé de traitement
aérobie, la premiere fonction de I’aération est de fournir I’oxygeéne nécessaire a la
production d’énergie et 2 la dégradation des nutriments (matieére organique) en
composés plus simples, assimilables (Cumby, 1987). L’aération remplirait deux
roles essentiels: d’abord, oxygéner le milieu pour les raisons ci-dessus mentionnées
et ensuite fournir une agitation pour assurer le mélange et la dispersion homog2re

des nutriments dans le milieu de méme que I’uniformisation de la température.
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La mesure de I’oxygeéne dissout est un moyen trés efficace permettant de suivre les
transformations biochimiques en cours dans le milieu de fermentation (Doyle et De
La Notie, 1987). Sa variation permet de déterminer si les conditions du milieu sont
favorables ou non 2 la croissance des micro-organismes aérobies (Doyle et De La

Notie., 1987).

4

" En effet, dans une culture continue en état d’équilibre, si I’on constate que le niveau
de I'O,D se stabilise autour de zéro (0) ppm suite & [lintroduction d’une
concentration plus élevée de substrats carbonés,. c’est le signe d’uie importante
activité de la flore présente. A I'inverse, si le niveau de 1’0O,D dans le méme mi'ieu
se maintient & des valeurs intermédiaires entre le 0 et le poiat de saturation, cela
signifie plutdt une activité limitée de la flore en question. Pour maximiser la
production de biomasse, les levures présentes dans le milieu doivent utiliser le plus
efficacement possible les nutriments (Sucre et azote) qui s’y trouvent. Ce qui

implique une assimilation concomitante de I’oxygene (soluble) disponible dans le

milieu.

La décroissance rapide de I’0U,D dans le milieu en fermentation est un bon signe de
activité cellulaire généralemient dirigée vers la production de biomasse. Il importe
donc de s’assurer au cours de la fermentation dans un réacteur donné, d’un bon
niveau de disponibilité de ’oxygene, c’est & dire une valeur mesurée se situant trés
légérement au-dessus de 0 ppm. L’O;D a été mesuré a ’aide d’une électrode de
type galvanométrique "oxygen meter ", YSI model 57 (Yellow Spring, Ohio, U. S.
A.). Coiame pour la température, la lecture s’est faite 2 intervalle régulier de 5 ou 10
minutes lorsque le systtéme était soumis a de nouvelles condiions de pH,

d’alimentation en substrats et/ou de vitesse de recirculation du milieu en

fermentation.
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3.2.4 Vitesse d’alimentation du bioréacteur

Trois raisons essentielles justifiaient la détermination de la vitesse optinale

d’alimentation du bioréacteur.

La premiére vise a éliminer les odeurs du lisier, 1a deuxieme a épuiser completement
les nutriments assimilables provenant du lisier et du perméat de lactosérum et la
troisiéme, A prévenir I’apparition de conditions d’anaérobiose partielle (déficit en
oxygene dissout) qui pourraient entrainer la formation d’odeurs indésirables. Pour
ajuster la vitesse d’alimentation du bioréacteur, il faut donc surveiller étroitement
I’équilibre entre 1’alimentation en substrats et la concentration en oxygene dissout

du milieu. L’ajustement optimal sera celui qui maintiendra la corcentration en O,D

légerement supérieure & 0 mg/L.

La fermentation, méthode que nous avons choisie pour atteindre notre objectif de
produire une biomasse de levures exempte de pathogenes et débarrassée d’odeur, se
devait donc d’étre conduite sous différentes contraintes dont nous venons de faire
état c’est a dire un pH de 4,5 ou moins, une température n’excédant pas 30°C, nn
niveau d’oxygene dissout légérement supérieur 2 O ppm et un ratio lisier/perméat de

lactosérum assurant une utilisation maximale des éléments nutritifs (et nauséabonds)

du lisier.
3.2.5 Mousse

L'aération et |'agitation intense que subissent les milieux de culture dans les
bioréacteurs conduisent généralement 2 une production abondante de mousse. La
mousse constitue en effet un probleéme difficile & résoudre en fermentation: risques

de débordement et dépdt d’une partie des cellules dans l'espace supérieur du

bioréacteur.
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Elle doit pour cela étre éliminée, car en plus des débordements, elle géne le
dégagement du CO, (Larpent-Gourgaud et Sanglier 1992 ; Cumby, 1987). Sa
formation dépend a’un ensemble de facteurs dont la composition du milieu en
protéines et autres substances tensioactives et l'intensité de I’aération (Cumby,
1967). Notre nrocédé n’en saurait faire abstraction puisque le lisier de porc est un
milieu riche en protéines et peptides ayant un pouvoir moussant non négligeable.
D’ailleurs, ncus avons observé uvne production de mousss d’intensité et de
consistance variables en fonction du pH au cours des ferrnentations. La mousse
produite dans le bioréacteur avait une texture légere et facile a déunire soit au
moyen de 'antimousse diiué sus mentionné (Disfoam CC-1180), soit au moyen

d’un jet d’eau,

3.3 Démarrage des fermentations

3,3.1 Fermentation en absence de lisier

Dans un premier temps, nous avons suivi ’effet des différents paramétres sur la
croissance et ’activité des levures (sans contrbler le pH ), et ceci dans un milie
constitué de perméat seul et opéré en mode batch (tableau 3.1), L’utilisation de ce
substrat riche en carbone et en facteurs de croissance au début du processus de
fermentation visait a favoriser le développement des levures avant I’introduction du
lisier non pasteurisé qui contient une flore microbienne irés hétérogine. Pour
permettre aux levures de coloniser le réacteur avant introductiou du lisier, nous
avons démarré le bioréacteur avec 30 litres de perméat enrichi d. sulfate
d’ammonium (NH4)2SCO4 (Fisher Chemicals) A raison de 0.1 g/i.. Ce milieu a €t¢
ensemencé avec 1% d’inoculum de K. marxianus contenant 2.6x10% levures/ml et la

pompe recirculait le milieu 2 raison de 20 litres/minute.
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Cette expérience a été répétée au moins 4 fois et les valeurs de dénombreinents de

levures rapportées sont des valeurs moyennes.

Afin de vérifier si le bioréacteur pouvait tolérer divers stress, i’alimentation a été
Jnterrompue et le pH a été contrdlé entre 4,0 et 4,5 (annexe D) par des additions

sporadiques d’acide chlorhydrique concentré.

Nous avons aussi suivi ’effet d’une alimentation en sucrose plutét qu’en permeéat de

lactosérum sur la variation du pH du milieu (figure 3.3a et 3.3b).

Des mesures d’oxygeéne dissout ont été faites réguliercment de maniére & suivre
I"impact des modifications etfectuées sur I’activité respiratoire des cellules (figure

3.4a). L’expérience a été répétée de 4 2 8 fois (figure 3.4aa).

3.3.2 Immobilisation des cellules sur supports

Précisons que des le départ de nos essais en bioréacteur, nous avons cbservé que les
levures cultivées dans du perméat de lactosérum enrichi d’une source d’azote simple
(NH4)2S04, se fixaient sur les supports (voir schéma d’illustration des supports
[figure 3.2¢] et les résultats du tableau 3.2). Ce constat a ét¢ fait en échantillonnant

la surface des supports de la colonne au moyen d’écouvillons.
3.3.3 Introduction du lisier dans le bioréacteur

Dans un deuxiéme temps, nous avons procédé A la répétition des essais avec du
lisier. Son introduction dans le bioréacteur devait se faire de telle sorte que les
éléments nauséabonds soient métabolisés par la flore du milicu sans dégagement

d’odeur dans le milieu en fermentation (Figure 3.5a et 3.5aa ).
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Pour déterminer le débit optimal, nous avons procédé a I'ajout du lisier a des dévits
différents mais p w ordre croissant. Il faut signaler ici que le perméat qui était utilisé
pour les essais piéliminaires dans ce chapitre a été remplacé par du lactosérum pour
les raisons déja inentionnées (chapitre 3, section 1.2) et que la supplémentation en
(NH4)2SO4 a été interrompue au moment ou le lisier a €té introduit (figure 3.6a et

;.6aa).

Par la suite, a I'aide d’une pompe péristaltique (Masterflex, model L/S, wbe 15,
Labcor) a double téte dont la vitesse pouvait étre ajustée au moyen d’un rhéostat
(penta-power multi-trive DC motor), nous avons étudié l'effet de la vitesse
d’addition du lisier et du lactosérum sur I’activité microbienne (figure 3.7a et 3.7b).
La proportionalité (C/N de 10/1) d’addition de I’un et ’autre des deux substrats était
donc toujours respectée, quelque soit la vitesse de pompage. Toutes ces expériences
ont été vépétées de 4 a 8 fois sauf pour la figure 6 o les essais ont été faits deux

fois.

II Résultats et discussion

1 Fermentation en absence de lisier: suivi du pH durant la croissance des levures

Les résultats obtenus sans contrble du pH sont présentés au tableau 3.1. On note une
baisse du pH de 6.1 2 4.1 au cours des deux premiers jours de la fermentation. Puis
on assiste a une remontée jusqu'a 8.2 dans les jours qui suivent. Une tendance
analogue s’observe aussi bien pour la température que pour la concentration de
levures. Pour ce qui est de la température, apres la remontée rapide des deux
premiers jours, elle se stabilise autour de 32°C, alors que le nombre de levures est

passé de 6.8x10° 2 3.6x10° par ml de milieu fermenté, avant de coinmencer 2

décroitre.
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L’abaissement du pH observé dans les premiers jours de la fermentatio.. peut €tre
attribué a I’assimilation des acides aminés et de I’ion ammonium (NH4") (provenant
du sulfate d’ammonium utilisé pour enrichir le perméat de lactosérum) qui entraine

vraisemblablement la formation d’acide sulfurique [H,SO4] (Owen, 1989).

Cette acidification du milieu peut aussi étre due a la production de gaz carbonique
(CO,) et d’acides organiques puisque selon la littérature, les glucides contribuent a
faire baisser le pH suite a leur transformation en acides organiques par le
métabolisme microbien (Owen, 1989). La flore aérobie totale (10° cfu/ml) du milicu

en fermentation renferme des levures et des bactéries.

Toutefois, comme il faut au moins environ 10° bactéries par ml dans un milieu de
culture modérément tamponné pour que les acides produits soient facilement
mesurables, les quantités d’acides organiques produits ici ne seraient pas en
concentration suffisante pour que leur effet ait des répercussions sur le pH d’un
milieu tamponné comme le perméat de lactosérum. II faut noter aussi que ce sont les
bactéries qui sont généralement responsables de la production d’acides organiques,

les levures n’en produisant généralement que trés peu.

Toutefois, lorsque le pH atteint des valeurs aussi basses que 4,5, le milieu devient
hostile 2 la multiplication des bactéries (pathogénes) qui sont considérablement
ralenties sur le plan métabolique. D’ailleurs, selon Doyle et De L Noiie, (1987)
Pactivité bactérienne est inhibée tant et aussi longtemps que le pH se situe en
dessous. de 4,6. Toutefois, il faut noter que certains lactobacilles et Leuconostoc
oenos par exemple sont actifs a des pH inférieurs 4 4,0. Par ailleurs, selon Owen
(1989), avec un pH de 9,0, toute activité métabolique est retardée; les bactéries
proliferent abondamment lorsque le pH du milieu se situe au voisinage de la

neutralité.
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A pertir de 5,6, les levures et les moisissures commencent a offrir une bonne
compétition au:x bactéries. En dessous de 4,5, les levures et les moisissures

prédominent dar.s le milieu.

Tel que déja signalé plus haut, nous avons remarqué une stirnulation de la croissance
des levures (6.8:(105 23.6x10° par ml) en réponse aux conditions modérément acides
du milieu. Cette affirmation est soutenue par la remontée de la températurc (20-
35°C), qui traduit une activité métabolique intense. En effet, I’activité métabolique
des microorganismes en milieu aérobie est fortement exothermique (Burton et
Farrent, 1995). Par la suite, la température s’est stabilisée autour de 32°C sans doute
a cause d'un ralentissement de I’activité métabolique des cellules suite & un certain

épuisement du milieu et/ou a I’atteinte d’une température excédant la zone optimale.

Aprés cette baisse marquée du pH du milieu de fermentation, on note une remontée
de ce dernier dans les jours suivants. Cette hausse peut étre due 2 plusieurs
phénomenes. D’abord, il faut préciser que les levures, bien que sécrétant trés peu
d’acides organiques au cours de leur métabolisme, sont toutefois capables de les
utiliser en milieu aérobie pour leur croissance (Moon, 1983; Champagne et Goulet,

1988) lorsque les conditions environnantes leur sont favorables.

En outre, cette remontée du pH qui va tendre a favoriser la croissance des Lactéries
pourrait aussi s’expliquer par les activités protéolytiques de ces dernigres. Ces
activités favorisent la décomposition des protéines du milieu en acides aminés avec
une libération d’azote ammoniacal si la dégradation est poussée jusqua la
désamination (Painter, 1985). Il est important de souligner que les levures lactiques
nont généralement pas de protéases extracellulaires (Castillo, 1990) pour

hydrolyser les protéines et par conséquent, contribuer de la sorte a la remontée du

pH.
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Notons cependant que la croissance des levures a connu une baisse (tableau 3.1)

probablement parce que les conditions du milieu leur sont devenues défavoratles

(pH=>6, T°C>30).

De plus, il y a eu épuisement du milieu en azote assimilable et en carbone
fermentescible puisqu’a partir du 4° jour, nous avons cessé d’ajouter la source
d’azote au milieu et il en a été ainsi pour le perméat A partir du 6° jour, ou 2

I’épuisement de certains facteurs essentiels de croissance.

Il a méme pu se produire une lyse cellulaire (Merkel, 1981) suivie d’un relargage <u
contenu cellulaire (azote, sucre entreposé sous forme de tréhalosc). Le milieu étant
toujours favorable & la croissance des bactéries, ce relargage a pu contribuer 2 faire
remonter le pH. Cependant, malgré ces conditions (pH>6), certaines levures ont pu

résister en faisant appel a leurs réserves.

Au terme de ces essais, nous pouvons conclure que I’absence de contrdle du pH du
milieu crée des conditions défavorables 2 I'activité et a la prolifération des Jevures ;
d’olt la nécessité de contrbler ce paramétre 2 un niveau pouvant assurer une
croissance optimale des levures tout en inhibant celle des bactéries. Ces résultats
confirment ceux ce Paca (1980). qui a démontré qu’au cours d’un traitement sans
contrble du pH, Dactivité métabolique des cellules décroissait & cause du
ralentissement de la division celiulaire aux pH élevés. Les valeurs élevées de pH
peuvent entrainer aussi une réduction de ia production de biomasse par perte de

I’azote ammonmniacal (Doyle et De La Notie, 1987).
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A lissu de cet essai, nous pouvons dire que les fluctuations du pH du milien omt
montré deux événements principaux dans I’utilisation métabolique de la source de
carbone fermentescible: une acidification couplée a la consommation du sucre. et

une alcalinisation conséquente & 1’épuisement du sucre dans le milieu.

Puisque les glucides en étant métabolisés en acides peuvent contribuer 2 faire baisser

le pH du milieu (Owen, 1989), nous avons vérifier I'effet du substrat carboné sur

I’évolution du pH.

Nous avons pour se faire vérifié si le perméat de lactosérum (lactose) et le sucrose
avaient le méme impact sur ’activité des levures et leur capacité d’abaisser le pH du
milieu. L’expérience consistait a alimenter le bioréacteur au départ avec ces sucrcs
(I'un ou l"autre et non les devx & la fois), et de snivre la variation du pH au cours de

la fermentation. Notons que le bioréacteur était alimenté avec du sucrose A 5% sans

autre facteur de croissance.

Les figures 3.3a et 3.3b rapportent I’évolution du pH et de la température du milieu
en régime fed batch. 11 s’agit pour la figure 3.3a, d'un milieu constitué de perméat
de lactosérum non additionné de lisier ; on y observe une légere augmentation du pH
pendant les quatre prervieres neures, puis une baisse avant d’atteindre: un plancher

de 2,0 au bout de 10 heures.

Quant 2 la figure 3.3b qui illustre le déroulement d’une fermentation sans lisier de
porc mais avec du sucrose au lieu du lactose, on y observe dés le départ une baisse
de pH qui va atteindre tres rapidement le plancher de 2,95 c’est A dire 5 heures

environ apres le debut de I’expérience.



Ce qui s’est traduit par une intense prolifération des levures (1,2x10% a 3,1x10°
levures/ml) laquelle était de toute évidence favorisée par les conditions acides du
milieu. C’est que les levures ont d utiliser les acides aminés et’les sucres du milieu
composé essentiellement de sucrose et du produit de relargage du contenu cellulaire
suite & la lyse pour proliférer tout en produisant au passage du gaz carbonique, ce

qui a contribué & maintenir les valeurs du pH 2 la baisse.

La figure 3.3b montre presqu’une stabilisation de la température pendant les deux
premiéres heures de la fermentation puis une remontée jusqu'a 34,5°C au bout d¢e 5
heures. Ce qui pourrait s’expliquer par une forte activité métabolique qui accroftrait

la température du milieu.

Dans la figure 3.3a par ailleurs, cette activité métabolique s’=st manifestée plus
rapidement c’est A dire environ 2 heures aprés le début de I’expérience pour
atteindre son point culminant de 34.8°C apres 8 heures. Par la suite, la température a
baissé jusqu’a 32,1° (résultat & 10 heures). Ce comportement pourrait s’expliquer
par un ralentissement majeur de I’activité métabolique par épuisement des

nutriments nécessaires a la prolifération des levures.

Au total, nous pouvons dire que la culture de levures dans le fermenteur se comporte
de fagon relativement analogue en présence de lactose ou de sucrose comme source
de sucres fermentescibles. Dans les deux cas, le pH baisse ei I'activité métabolique,
telle que mesurée par I’augmentation de la température augmente. Nos résultats sont
donc tout 2 fait conformes a ceux de Owen (1989). C’est dire quu le perméat de
lactosérum, et plus particulierement le lactose qu’il contient, constitue un bon

substrat pour agir sur le pH dans le sens que nous souhaitons.
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2 Immobilisation des cellules sur supports

. . I . . .
Les concentrations de levures observées sur les supports (par ¢cm”) €taient ausst
dlevées que celles observées dans le milieu de culture (par ml) aussi bien apres 12

jours qu'apres 45 jours de fermentation (tableau 3.2). Ce qui indique une trés bonne

stabilité du systeme.

Cependant, 2 t= 45 jours, on note une baisse de 2 log de la flore totale immobilisée
sur les supports (qui renferme aussi bien des bactéries provenant du lisier Jque des
levures); on observe aussi une baisse d’un ¥z log de la population microbienne en
suspension dans le milieu & cause vraisemblablement du contrdle du pH 2 4,5. Dans
le méme temps, on assiste 4 une augmentation (de 2 log) du nombre de levures sur
les supports et dans le milieu. Il convient de signaler ici qu’au cours des 12 premiers
jours de fermentation, le pH n’était pas contrflé; les levures étaient ainsi moins
favorisées que les bactéries puisque le pH & I’équilibre était d= 6,85. D’ol la

dominance des bactéries dans la flore totale par rapport aux levures a t=12 jours.

Apres 45 jours de fermentation, la flore totale (constituée de levures et de bactéries)
immobilisée sur les supports était de 2x10° ufc/cm?® et la population de levures de
3.6x10° ufc/cm?. En regard de ces valeurs, il apparait que le nombre de bactéries est
supérieur  celui des levures, soit 5 fois (2000 - 360 ufc/cm?) pIus de bactéries que
de lzvures. Ce qui signifie 1.64x10” bactéries immobilisées par cm® de surface de
supports. Néanmoins, en tenaat compte du fait que les diametres moyens d’une
bactérie et d’une levure sont respectivement de 1yt et Sy, le volume occupé par
chacun de ces micro-organismes immobilisés sur les supports peut se calculer selon

la formule suivante : V = (4/3)1 (D/2)’.
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La scule variable dans cette formule étant le diametre D, le volunic occupg par une
bactérie serait donc de 0.524 ;f (0.524x1%) et celui d'une levure de 65.45 p.3
(0.524x5%). En ‘erme de quantité de biomasse, une population 'dge levure de 3.6x10°
équivaut 2 un nuombre 4.5x10" hactéries (3.6x10° x 125). 11 apparait donc qu’il y a
22 fois plus de biomasse de levures que de biomasse bactérienne méme si, en terme
‘ de nombre, il y a moins de levures. Ces résultats suggerent que malgré des
conditions de culture favorisant la croissance des levures, les contamunants
bactériens provenant aussi bien du lisier que de 1’air ambiant y trouvent un milieu

favorable 2 leur prolifération.

La flore totale en suspension dans le milieu (8.5x10° ufc/ml ) a t=45 jcurs est
comparable au niveau de contamination observé dans des levures commerciales de
boulangerie produites dans des conditions plus aseptiques aue les ndtres (Reed,
1982). En effet, le niveau normal de contamination bactérienne dans les produits
commerciaux est généralement de 10° ufc/g n’excede pratiquement jamais des

niveaux de 10® ufc/g.

L’avantage de conserver une biomasse active de levures sur les supports est de
maintenir une densité élevée de cellules actives au cours de la fermentation, méme
dans les situations ol la croissance cellulaire n’est pas favorisée. Ainsi, I’on travaille
avec la méme «colonie » de levures dont I'implantation sur les supports fixes

confeére une certaine stabilité au systeme.

LR 5,0 Sl WY~
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3 Fluctuation du niveau d’oxygene dissout en réponse

au débit d’alimentation

La figure 3.4a présente la courbe de variation de l'oxygene dissout (O,D) de la
culture en présence de perméat de lactosérum seulement, & une température variant
entre 32.3 2 35.7°C, et & un pH entre 6,74 et 2,01. Cette courbe peut étre divisée en
trois phases. Une chute rapide de 6,4 & 1,6 ppm (mg/L), suivie d’un plaieau se
maintenant & 1.6 ppm pendzant 4 h avant une hausse marquée entre 12 et 16 h. La
réduction de la teneur en O,D est I’indice d’une grande activité microbienne et la
rapidité avec laquelle I'oxygeéne est utilisé dépend de la vitesse de croissance, du
nombre de cellules et de I'état physiologique des levures (Jacob, 1970). La

concentration en oxygeéne tend a se stabiliser autour de 1.6 ppm.

A cette concentration, les micro-organismes sont trés actifs sur le p'an métabolique
puisqu’on note une certaine stabilisation (équilibre dynamique) dans la
concentration d’oxygene dissout: le plateau observé peut s'expliquer par un état
d’équilibre entre la consommation de I’oxygene par les micro-organismes et

I’ oxygeéne nouvellement dissout dans le milieu.

Cette observation ¢st confirmée par les travaux de Brown (1970) qui soutiennent
que la concentration en O,D est inversement proportionnelle 2 celle de la matigre
organique et qu’on atteint une stabilisation au point d’équilibre. Celui-ci est atteint 2
1.6 ppm dans notre situation lorsque le pH se situe dans la zone de 4,0. Cet état
indique qu’il y a encore de I’oxygeéne disponible dans le milieu et que les cellules
sont vraisemblablement en déficit de substrats pour utiliser ce surplus d’oxygéne,
d’od la remontée rapide du niveau d’oxygene dissout correspondant & un épuisement
du substrat carboné et/ou a des conditions environnementales non favorables 2 la

croissance (pH critique ou autre raison).
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la courbe de I’évolution de I’oxygeéne dissout de la figure 3.4a tout comme celle des
figures 3.5a, 3.6a et 3.7a sont des courbes types. En effet, des essais répétés dans les
mémes conditions, ont donné des courbes de méme allure. Ces variantes sont
présentées aux figures 3.4aa, 3.5aa, 3.6aa, et 3.7b dans le texte.'

’ Quant au pH, il baisse continuellement jusqu’au niveau plancher de 2,0 apres 14
heures de fermentation, puis il remonte & 5,35 apres 16 heures. Ici aussi, on pourrait
expliquer cette baisse par la production de gaz carbonique; la hausse résulte
probablement du fait que la source de carbone fermentescible s’était raréfiée dans le

milieu (figure 3.4b) et que les levures furent contraintes de métaboliser les acides

disponibles.

Lorsque nous avons introduit du lisier dans le bioréacteur conterant déja du perméat
de lactosérum en fermentation, nous avons observé des modifications importantes
dans le comportement de la culture. En effet, rappelons qu’avec le perméat seul, le
pH baissait considérablement tant et aussi longtemps qu’on notait des traces de
sucre dans le milieu en fermentation (figure 3.3a et 3.4a). Ce n’est qu’aprés
épuisement du substrat carboné que le pH remontait. Avec I'apport du lisier, on
assiste plut6t A une stabilisation du pH et & une tendance continuelle 2 sa remontée;
ce qui nécessite un apport plus important d’acide pour neutraliser le milieu et

maintenir le pH au niveau souhaité (4,5).

Précisons cependant qu’il existe des bactéries acidophiles comme les bactéries
lactiques qui peuvent survivre et &tre en compétition avec les levures a ces pH
acides; mais a des pH inférieurs & 3,5, seules certaines bactéries aux caractéristiques
physiologiques trés particulieres (Acetobacter, Cluconobacter, Leuconostoc,...)
seraient actives dans la conversion d’éthanol ou d’acides organiques en acide

acétique et autres métabolites en conditions aérobies.
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Fort heureusement, les bactéries lactiques ne sont pas des aérooies stricies. La forte

aération du milieu de fermentation ne serait donc pas favorable a leur multiplication.

Pour ces raisons, et en tenant compte du but visé qui est de produire une biomasse
_de levures, il est important de maintenir le pH 2 un niveau défavorable a la
prolifération des bactéries et de maximiser le taux d’utilisation des substrats en

maintenant la concentration d’oxygene dissout 2 un niveau positif aussi bas que

possible (trés légerement au dessus de 0 ppm).

La figure 3.5a présente ainsi la courbe d’utilisation de I’O,D en présence du perméat
de lactosérum et du lisier de pcre dans une proportion de 50%-50%, le pH variant de
4,9 a4 3,6 suivant le temps de fermentation. La courbe de I’évolution de ’oxygene
dissout de la f.gure 3.5a se comporte comme celle de la figure 3.4a 2 la différence
cependant que le plateau a été observé & 0.4 ppm au lieu de 1.6 ppm et a duré 8
heures au lieu de 4 heures ; I’équilibre entre la consommation d’oxygeéne par la
culture de levures et I’oxygeéne disponible dans le milieu a donc duré plus
longtemps. Ceci témoigne d’une meilleure utilisation de I’oxygene et par conséquent
des substrats assimilables cue lors la fermentation précédente. Cette assertion est
soutenue par Smith et Evans, 1982 qui rapportent que la demande en énergie pour le
traitement aérobie du lisier de porc est réduite lorsque le niveau d’O.D dans le
milieu est aussi bas (0.1 ppm par exemple) que possible et que I’efficacité
d’utilisation de I’oxygene est plus grande quand I’oxygene dissout est ainsi minimal.
Abondant dans le méme sens, Doyle et De La Noile (1987) rapportent qu’autour de
0 ppm, les populations aérobies du lisier de porc se développent effectivement trés
rapidement. La remontée de I'oxygeéne dissout qui suit immédiatement apres, traduit

une plus forte présence d’oxygeéne dans le milieu suite a un épuisement des

substrats.

o
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Méme s’il laisse paraitre une certaine fluctuation, le pH se maintient ic’ entre 3.8 et
4,9. 1l faut dire que nous le contrdlions manuellement par des ajouts fréquents
d’acide chlorhydrique afin de tenter de maintenir a 4.5. Ce‘tte fluctuation peut
s’expliquer par les imperfections du contrble manuel puisque nous réagissons apres

coup au niveau du pH affiché. Cette fagon de conurCler le pH mérite une

amélioration.

4 Détermination de la vitesse optimale d’alimentation

Précisons d’entrée de jeu que tous les résultats obtenus jusqu'a présent ont été
réalisés en mode batch et que, désormais, toutes les expériences seront conduites en

mode fed-batch c’est a dire avec une alimentation continue du bioréacteur, sans

soutirage, dans un espace de temps donné.

C’est pour déterminer la vitesse d’alimentation correspondant aux objectifs que nous
nous étions fixés que ces essais ont été effectués. A quelle vitesse devons-nous
alimenter le bioréacteur pour éviter les mauvaises odeurs? Les substrats
(lisier/perméat) doivent &tre ajoutés A des débits prédéterminés qui ne doivent pas
excéder la capacité de la culture de levures & en utiliser complétement les
composantes métabolisables. Pour ce faire, nous avons donc contrélé 1'alimentiation
du bioréacteur en lisier et en lactosérum au moyen d’une pompe péristaltique 2
double téte dont la vitesse pouvait étre ajustée au moyen d’un rhéostal. L’injection

des substrats se faisait dans la partiz supérieure de la colonne.



Pour y parvenir, et conformément aux résultats précédents, nous avons d'abord
ajouté la source carbonée dans le fermenteur, puis attendu que les levures soient ¢n
pleine activité métabolique (0,D=0.25 ppm, T°C=33.1 et pH=‘3,.25') pour introduire
le lisier dans l¢: bioréacteur. Cette précaution a permis d’obtenir nor seulement une
culture de levures trés actives mais également d’entraver le développement de la
microflore provenant du lisier & cause des conditions acides du milieu soumis 2 la
fermentation. Nous sommes partis d’un débit de 1 L/h pour un volume de départ
d’environ 28 litres de milieu, que nous avons augmenté progressivement en tenant

compte de 1’équilibre ci-dessus mentionné entre les nutriments et e niveau d’O,D.

La figure 3.6 affiche le comportement de 'oxygene dissout et celui du pH dans le
milieu lisier/perméat en fermentation. On peut voir que, des le départ, I'oxygene
dissout se trouvait & un niveau relativement bas (0.25 ppm), puisque la fermentation
avait d{marré avec le perméat seul afin d’abaisser le pH, et que ce dernier €tait 2 un
niveau (< 4,5) défavorable 2 la multiplication des microorganismes provenant du
lisier & étre ajouté. L’oxygeéne dissout affichait une valeur de 0.25 ppm aprés 120
minutes de fermentation avec le perméat uniquement. Il faut noter que cette valeur
s’est stabilisée entre 120 et 140 minutes. Jusque 13, le milieu ne comportait pas de
lisier. C’est 2 la 140 *™ minute que nous avens commencé 2 introduire du lisier de
fagon progressive, d’abord & 1 L/h, ensuite & 3 L/h puis & 7 L/h. A chaque ajout de
lisier, peu importe le débit d’alimentation, le niveau de I’oxygene dissout remontait.
Cela était vraisemblablement lié au ratio carbone/azote qui avait tendance a fluctuer
dans le temps en fonction de la concentration en azote ammonijacal du lisier (figure

3.6a).
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Quant au pH, une baisse était observée des le départ avant d’atteindre une certaine
stabilité & 3,05 entre 210 minutes et 240 minutes. On observait ensuite une remontée
jusqu'a 4,67 a la fin de la fermentation. La baisse du pH peut s’expi.quer par la
production de gaz carbonique et de certains acides organiqueg et inorganiques. Les
fluctuations de pH du milieu en fermentation peuvent aussi s’expliquer par
Jlutilisation de I'urée proverant du lisier de porc. En présence de I'uréase des
levures, |’urée est hydrolysée pour libérer le NHs. Ce qui contribue 2 la remontée du

pH. Par ailleurs I’assimilation de 1’azote ammoniacal a pour effet d’abaisser le pH.

/ NHz
O= K NH + 2H,0 uréase H,CO;3 + 2NH;
2

Or, lorsque nous avons cherché a déterminer les paramétres optimaux, nous nous
sommes apergus qu’d une certaine vitesse d’ajout des nutriments, le milieu de
culture dégageait de fortes odeurs comparables a ce qui aurait pu se passer si nous
avions été en mode de fermentation anaérobie. En fait, nous avons fait ce constat,
lorsque nous avons opté pour un débit d’alimentation supérieur a 3 L/h (figure 2.6a).
Toutefois, cet inconvénient a disparu quand nous avons réduit ce débit. Dans le
premier cas, les cellules du milieu et celles immobilisées sur les supports de la
colonne n’étaient pas en mesure de supporter toute la charge d’éléments polluants
provenant du lisier. C’est cette incapacité d’assimiler et/ou d’oxyder completement
certains éléments volatils (acides gras volatils par exemple) du lisier qui contribue a
générer des odeurs. Compte tenu de 1’objectif que nous poursuivions, il est apparu
évident qu’en procédant ainsi, nous ne pouvions alimenter le bioréacteur qu'a un
débit n'excédant pis 3 L/h. Pour cette expérience et par mesure de sécurité, la

vitesse d’alimentation du bioréacteur a ét¢ fixée a +/- 1.5 L/h en lisier.
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Puisque certaines fromageries ne sont pas outillées pour ultrafiltrer leur lactosérum
et générer du perméat, il est bon de chercher a connaitre I'tmpact de la vitesse
d’a’imentation du bioréacteur i le perméat devait étre remplacé par du lactoséruin.
Pour étudier ce phénomene, nous avons démarré I'alimentation sim ltanée du lisier
et du lactosérum entier & 0,6 L'h pour un volume de départ d’envircn 28 lires dans
le bioréacteur. La concentratior. en O,D a subi une baisse, puis s’est stabilisée a 3.3

ppm aprés 1h 40 minutes de fermentation (figure 3.7a).

Le débit a donc été porté de 0,6 L/h a2 1 L/h. Nous avons alors observé
presqu’immédirtement une baisse drastique de 1'0O,D de 3.3 ppm & 0.75 ppm ; ce qui
se rapproche du point de scturation en regard de la capacité des levures a oxyder
compleétement les substrats (le maniére & maximiser leur activité désodorizante, Ces
résultats de la figure 3.7 confirment ceux de la figure 6 établissant la vitesse
maximale d’alimentation tolérée par le bioréacteur a environ 1 L/ (D=0.03 h™ pour

chacun des substrats). '

La courbe de pH sous ces conditions de fermentation se présente en dents de scie
puisque nous agissions sur le pH au besoin, en ajoutant de I’acide chlorhydrique
concentré dans le milieu. Mais puisqu’il ne s’agissait pas d’un contréle automatique,
le pH pouvait remonter au bout d’un certain temps au dela de la limite acceptable &
cause du pH du lisier qui est neutre. Nous y rajoutions alors aussitt de I'acide pour

le faire baisser de nouveau et ainsi de suite.

"' En pratique, le bioréacteur de 0,3 m de diametre et 3,6 m de hauteur, permet de traiter 38,5 litres de lisier
par jour. Une augmentation de son diamétre de 0,3 m & 1 m (0,3 x 3,3) permettra de traiter 419 (38,5 x 3,3%)
litres de lisier par jour. Une augmentation de sa hauteur de 3,6 & 6 m, {6/3,6 =1,666) en maintenant le
diametre 3 1 m permettra de traiter 698 (419 x 1. 666) litres de lisier par jour. I suffiri.t donc de disposer de
deux ou trois de ces bioréacteurs cOte & ¢cbte, selon la grosseur de la porcherie, pour recycler tout le lisier
produit
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111 Conclusion partielle

En somme, les résultats présentés dans ce chapitre ont permis d’établir la capactté du
bioréacteur sélectionné 3 immobiliser efficacement les cellules de levures et a
, prévenir la formation de mousse qu’il s’agisse du perméat de lactosérum ou de
lactosérum entier. Ils montrent également que le sucre aide a I’ajustement du pH du
milieu et que la biomasse dans le bioréacteur se comporte de fagon similaire, qu’elle

consomme du lactose ou du sucrose.

Cependant, le syst¢me n’a pu tolérer qu’un débit d’alimentation de 1 L/h pour un
volume de fermenteur de 30 litres environ, soit 24 L/jour. L’oxygene dissout
disponible dans le milieu s’épuisait rapidement au dela de cette valeur (figure 3.7a).
Autrement dit, on approchait rapidement de 0 ppm en tentant d’augmenter le débit
d’alimentation. C’est dire que 1'aération du systtme (2 laquelle est li€¢ le débit
d’alimentation) reste perfectible. Une meilleure aération permettra une alimentation
accrue. II y avait donc lieu d’optimiser le systeme, de le rendre plus efficace

essentiellement en améliorant sa capacité d’oxygénation.

Par ailleurs, I'utilisation de la température et de 1’O,D comme outils de suivi de
Iactivité est simple et approprié. En outre, les fluctuations de température, du pH et
d’O,D en fonction de I’évolution de la fermentation illustrent ce qui se passerait

dans le cas d’installation simpie (& la ferme) avec peu de contrdles.



Tableau 3.1. Evolution du pH, de la population de levures et de la température

dans le perméat de lactosérum en fermentation

Temps (jours) Nombre de levures pH Température"C
(ufc/ml)
T=0 6.8x10° 6.14 20
T=2 3.6x10° 4.06 35.8
T=4 4.2x10’ 4.18 32.08
T=6 6.0x10° 6.85 333
T=8 5.5x10° 8.2 32

Tableau 3.2. Détermination des concentrations de levures et de microrganismes

imraobilisés (dans la colonne) et en suspension (dans le milieu

en fermentation, en fonction du temps

116

Temps Supports (ufc/cm®) Liquide (ufc/ml)

de fermentation Flore totale  Levures Flore totale  Levures
12 jours 1.2x10" 7.2x10° 4.1x10° 1.3x10°
45 jours 2.0x10° 3.6x10° 8.5x10° 1.5x10®
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Figure 3.3b. Effet du sucrose ajouté au milieu en circulation dans le bioréacteur
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Figure 3.6aa. Effet de I’augmentation du débit d’addition du lisier sur la
concentration en oxygene dissout du milieu & base de perméat de
lactosérum, et I’évolution de son pH, & une température variant entre
31 et 33°C.
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CHAPITRE IV

Optimisation du procédé de fermentation



I.e chapitre IV constitue le dernier de ce travail. Il est consacré a I'optimisation du
procédé de fermentation et du bioréacteur dans le but d’assurer une meilleure
perfommnce"globale. Il s’agit du méme bioréacteur que celui du chapitre 3 mais
avec quelques modifications destinées a permettre un fonctionnéhent plus efficace.
Ainsi, il ne sera plus question d’une fermentation en fed-batch mais plutdét d’une
‘fermentation en continu (voir 1.2.1, section 4 du chapitre I). Certains autres
paramétres de contrble ont aussi été retouchés pour satisfaire 2 l'objectif
d’optimisation qui est assigné a ce chapitre. C’est le cas notamment du contrdle du

pH, et de la vitesse d’alimentation et de recirculation du milieu.

I Matériel et méthodes

1 Matiéres premiéres

1.1 Le lisier de porc

Le lisier de porc reste ce mélange fiquide sans litiere constitué¢ d’urine et de
déjections. Ici également, nous avons travaillé avec du lisier frais n’ayant pas plus
de 3-4 jours d’4ge pour respecter la contrainte que nous nous étions fixé au départ,
c’est a dire de pouvoir épuiser le lisier au fur et & mesure de sa production.

Rappelons que le lisier provient toujours de la porcherie Orléans (Ste-Famille, I. O.).

1.2 le perméat de lactosérum

La source de carbone utilisée pour compléter le lisier était constituée seulement de
perméat de lactosérum liquide provenant de I'ultrafiltration du lactosérum de la

ferme SMA comme au chapitre précédent.



1.3 Levures

Le lisier de porc et le perméat de lactosérum sont fermentés au moyen d’une cuiture
de la levure K. marxianus a cause de son aptitude a utilis‘er- le lactose et a sc
développer abondamment dans un milieu composé de lisier et de perméat (chapitre
2, 3). Cette culture avait &té préalablement fixée sur les supports internes du

bioréacteur (chapitre 3, figure 2c).

1.4 Neutralisant

Le neutralisant utilisé pour les besoins de ce chapitre était égalemznt de I’acide
chiorhydrique mais dilué de mcitié (6N) cette fois. Toutefois & la différence du
chapitre 3 ol I’ajout d’acide s’est effectué manuellement et au besoin, ici, I’addition

s’est faite de fagon automatique au moyen d’un contréleur automatique de pH.

1.5 Les bioréacterrs

Le bioréacteur 2 cellules immobilisées testé au chapitre précédent a révélé certaines
limites (au niveau du débit d’alimentation et de la production de mousse). Aussi,
pour des raisons de performance en regard de I’efficacité de dissolution d’oxygéne
et de la productivité (Bui et Galzy., 1990), nous avons procédé 2 des essais
supplémentaires d’optimisation du bioréacteur et du régime de fermentation. Trois
types de bioréacteurs présentant des types et arrangements de supports internes

différents ont été testés (figure 4.1).
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En effet, on avait disposé dans le bioréacteur B de forme carrée (15.6 m*/m?), 4 la
verticale, sur toute la longueur intérieure, des feuilles de moustiquaircs ou treiilis
ajouré de 0.16 cm x 0.16 cm en fibre de verre recouvert de PVC permettant la
fixation des levures sur le support et I’aération, les unes parziliélement aux autres.
Quant aux bioréacteurs A et A’ que nous avons testés, ils avaient en commun d’étre
des cylindres mais avec une configuration intérieure différente. L’intérieur du
bioréacteur A’ a été garni du méme type de moustiquaire que B, & la différence que
cette fois-ci, il s’agissait d’un enroulement spirale disposé 2.1a verticale, et occupant
tout [’espace in/érieur du bioréacteur. Dans le bioréacteur A, le moustiquaire a cédé
la place & des supports plastiques (figure 3.2c, chapitre 3 mais illustrés dans le
présent chapitre a la figure 4.1 A) faits de PVC (Oxyd'H,0, Longueuil, Québec) de
nature a favoriser une meilleure aération, tout en offrant un cadre propice a la

fixation et & la nuultiplication des levures.

Ces supports étaient disposé:. verticalement et occupaient tout I’espace interne de la
colonne. 1] est a noter que quelque soit leur configuration interne, les bioréacteur A,
A’ et B avaient la méme hauteur, soit 1,2 metre et étaient posés sur une cuve
contenant le milieu liquide en recirculation. Nous avons testé les trois bioréacteirs
pour vérifier lequel offrait, & une vitesse de recirculation donnée, la meilleure

efficacité de dissolution d’oxygene.
1.5.1 Description et fonctionnement du bioréacteur sélectionné

Le bioréacteur retenu pour la poursuite des essais était une colonne circulaire (figure
1 A) posée sur une cuve (92 cm de long sur 61 cm de large et 71 cm de haut) faite de
polyéthylene haute densité et destinée a recevoir le milieu liquide en recirculation.
Nous avons limité sa capacité a 30 litres méme si la cuve pouvait en contenir

davantage.



La colonne contenait des supports rigides en PVC (Oxyd'H,0O) disposés
verticalement et occupant tout I’espace interne de la colonne. Ces supports sont les

mémes que ceux utilisés au chapitre précédent.

La circulation du milieu soumis 2 la fermentation était assurée par une pompe
" centrifuge (moteur 1hp) A haut débit pour favoriser le mélange efficace de tous les
ingrédients du milieu (lisier de porc, perméat de lactosérum, neutralisant, levures) de
méme que 1’aération du milieu. C’est précisément dans le réarrangement de Ia
disposition des éléments dans 1’espace interne de la colonne que se trouve le

réaménagement léger mais déterminant apporté au bioréacteur.

La colonne ici est également reliée dans sa partie supéricure a une pompe
péristaltique bicéphale et & vitesse variable, connectée respectivement au réservoir

contenant le lisier ainsi qu’a celui contenant le perméat de lactosérum.

2 Maéthodes

2.1 La fermentation en continu

Notre objectif étant de produire un milieu le plus riche possible en levures dans des
conditions requérant un minimum de ressources et de surveillance, il a fallu choisir
un régime de fermentation qui soit compatible avec le fonctionnement jou.nalier
d’une porcherie pour produire suffisamment de levures dans le milieu. La
discontinuité des fermentations de type batch et fed-batch imposait un cycle de
croissance aux levures (croissance, stabilisation, décroissance). Il fallait donc

procéder autrement pour supprimer la phase de décroissance des levures.
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Et c’est la méthode de la fermentation en continu qui nous a semblé la meilleure
solution puisqu’avec elle, la croissance des levures est maintenue dans sa phase
exponentielle. Il convient d’ajouter que ’efficacité de la méthode de fermentation en
continu est également liée & d’autres paramétres qui, s’ils ne sont pas respectés, sont
susceptibles de la compromettre. C’est le cas du pH d'une part et de la viiesse
" d’alimentation d’autre part, Par ailleurs, nous avons également cherché & mafiriser la

production de la mousse.

2.1.1 pH

Le dispositif de distribution automatique d’acide est fait d’un contenant rempli
d’acide chlorhydrique 6N, relié & un contrleur automatique de pH (Hannaa
instruments pH controler, Italy), lui méme muni d’une électrode combinés
(Combination pH electrode (Fisher Scientific)) et d’une pompe (Watson Marlow

501 U, Falmouth, England).

Le point de consigne était fixé & pH 4,4 de maniere A prévenir la prolifération de
bactéries pathogenes et 2 favoriser le développement des levures par rapport aux
bactéries apportées par le lisier. La quantité moyenne d’acide requise pour contrdler

le pH du milien en fermentation est le résultat d’au moins 6 répétitions.

2.1.2 Aération
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2.1.2.1 Comparaison de 'efficacité de I’aération de trois bioréacteurs

Pour déterminer I'efficacité d’aération des trois bioréacteurs, nous avons sounils a
trois reprises chacun d’entre eux a différentes vitesses de recirculation (20L/mn,
36L/mn et 50L/mn), en utilisant I’eau (50 litres) comme substrat, afin de mesurer
. leur impact sur la rapidité de dissolution d’oxygene dans le milieu en recirculation

(tableau 4.1). Il faut préciser ici que ’apport d’air (aération) dans le milieu s’est fait

naturellement.

Autrement dit, ¢’est ’air ambiant qui aérait le milieu circulant en couche mince sur
les supports disposés verticalement. Aussi, nous n’avons pas eu a déterminer de

v/v/m (volume d’air/volume de milieu/minute).
2.1.3 Le débit d’alimentation du bioréacteur

Le taux de dilution (D) est défini par l’équétion D = F/V ou F représente le débit
d’alimentation d’un bioréacteur de type chémostat et V son volume utile. Cette
valeur permet d’apprécier I’efficacité d’un bioréacteur lorsque la culture atteint 1’état
d’équilibre (steady state). Le débit d’alimentation d’un bioréacteur est le paramétre
clé qui permet de déterminer ce taux de dilution. Dans la pratique, un taux de

dilution est ajusté 2 0.1-0.2 h”' pour des cultures continues de levures (Vasey et

Powell, 1984).
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Dans le chapitre précédent, nous avons souligné I'importance et la pertinence d'une
bonne maitrise du débit d’alimentation dans une fermentation de maniére a prévenir

des conditions d’anaérobiose (déficit en oxygene dissout) pouvant enirainer ia

formation d’odeurs indésirahles.

Or, & ce moment 13, nos essais €taient conduits en mode fed-batch. Puisque le mode
" d’alimentation d’un fermenteur en continu est tout & fait similaire a celui du fed-
batch mais que le volume du milieu en fermentation est moindre puisqu’il est
maintenu constant par un soutirage en continu, il devient nécessaire de vérifier les
conditions d’aérobiose qui sont maintenues et si la productivité du bioréacteur ne
peut pas étre améliorée. Pour connaitre la vitesse d’alimentation compatible avec
nos objectifs d’optimisation, 10ous avons utilisé une pompe ¢ aiimentation
péristaltique (Master flex, model L/S tube 15) bicéphale a litrages gracués par

pourcentage.

Une des deux tétes de cette pompe était reliée & un réservoir a lisier et "autre a un
réservoir de perméat de lactosérum. Cette pompe nous permettait d’introduire
simultanément et 2 un débit ajustable, une quantité donnée des différenis substrats
dans le ratio prédéterminé (1:1), correspondant & un ratio C :N de 10 :1. Une sonde 2
oxygene dissout (O,D) immergée dans le milieu permettait d’ajuster les débits de
maniere & ne pas créer de conditions anaérobies (O,D < 0). Elle nous a permis de
suivre en temps réel, le niveau d’oxygene dans le milieu 2n fonction du débit

d’alimentation décidé.

La stabilisation du niveau d’O,D aprés des modifications du taux d’alimentation en
lisier et en substrat carboné s’effectuait sur une période de 10 minutes environ : la
courbe présentait une allure exponentielle avec une pente variant constamment ¢t

tendant vers O.



Lujustement de la vitgsse d’alimentation se faisait donc en augmentant
graduellement la vitesse de pompage des substrats jusqu’a ce que le niveau d’O,D se

stabilise & une valeur légérement au dessus de 0.

Le milieu fermenté était soutiré par gravité au moyen d’un trdp‘piein qui permettait
de garder le volume de la cuve du réacteur au méme niveau. Rappelons que
'oxygénation du milieu était assurée par I’écoulement en film mince du milieuw sur
les supports de plastique disposés verticalement a l'intérieur du bioréacteur. Une
pompe centrifuge (moteur lhp) assurait la recirculation du milieu. La seule énergie
requise pour 1’aération était donc celle nécessaire pour pomper le milieu du reservoir

de réception a la téte du bioréacteur.

C’est cette procédure qui a permis de déterminer que le débit optimal d’alimentation
pour le bioréacteur (en tenant compte des autres parametres préalablement fixés), se
situait & 1,6 litre pour chacun des substrats (lisier et perméat)/heure/30L de milieu en
fermentation soit un D =0.11 h'. L’évolution de I’oxygéne dissout mesurée
plusieurs fois a partir de fermentations répétées dans lc temps a permis d’obtenir les

résultats des figures 4.4, 4.5a, 4.8, 4.9 et 4.10a.

2.1.4 La mousse

Lorsque la fermentation était menée en mode fed batch, nous avons observé 2
certains moments une production plus ou moins importante de mousse. Cette
derniére a pour effet de limiter la circulation de I’air dans le bioréacteur et de
concentrer une partie de la biomasse de levures, donc de limiter aussi la preduction
de biomasse levurienne. 1 fallait donc utiliser un antimousse, ce qui entrainait des

cofits suplémentaires (systeme de contrle et produit antimoussant).



P36

Nous avons donc cherché une solution qui, tout en réduisant significativement la
production de mousse, supprimait les cofits liés au contrdle de la mousse. Nous
avons trouvé la solution dans la maitrise du pH, c’est & dire en travaillant 2 un pH <
4,5. Cette solution qui n’avait pu &tre vérifiée au chapitre précédent (chapitre 3) a été
;endne possible quand nous avons opté pour le contrdle en continu du pH. En effet,
avec cette méthode, le réglage du pH a 4,4 permettait d’éliminer presque

" completement la production de mousse.

2.2 Le produit de la fermentation
2.2.1 Teneur en levures du produit fermenté

Le dénombrement des levures a été réalisé au moyen d’un hématimetre aprés une
dilution au 1/100° mais aussi par ensemencement sur gélose Potato Dextrose Agar
(PDA). Comme au chapitre 2 (section 2.1), les résultats de dénombrement des
micro-organismes sont ceux des valeurs moyennes des échantillons analysés en

duplicata a partir des fermentaiions réalisées.

2.2.2 Caractéristiques chimiques

Puisque le produit obtenu est destiné a servir, de supplément protéique pour
I’alimentation des porcs, nous avons dosé 1’azote total (NT') par Kjeldahl (AOAC,
1980). Un facteur de 6.25 a été utilisé pour convertir la teneur en azote en
pourcentage de protéines. Le profil et les concentrations en acides aminés ont été
déterminés par chromatographie (LKB 4400 Amino Acid Analyser, diochrom LTD,
Cambridge, England) aprés une hydrolyse acide des échantillons.
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’énergie a été déterminée par bombe calorimétrique adiabatique (Parr Inst.
Corapany, Moline, Illinois, UJ.S.A.). Les solides totaux ont été mesurés par

différence de poids avant et aprés séchage dans un four a 95°C pendant 18 h.

La méthode d¢ digestion par micro-ondes (four micro-ondes CEM Corporation,
Mathews, U.S.A.) (Abreu et Berton, 1996) a été utilisée pour la mise en solution des
échantillons de:tinés aux analyses minérales. Tous les éléments minéraux ont été par
la suite dosés par ICP-AES ("inductively coupled plasma-atomic emission
spectrometry, Perkin-Elner, Norwalk, U.S.A."). Les valeurs moyennes des

échantillons analysés en duplicata a partir de fermentations réalisées dans le temps

sont présentées dans les diffi:rents tableaux.

Il Résultats et discussion

I Les parametres liés a la fermentation

1 1 Bioréacteurs et dissolution d’oxygene : essais avec de I’eau

Rappelons que I’air fournit I’oxygene qui permet une transformation efficace de tous
les éléments volatils malodorants du lisier (acides organiques, ammoniac,...) en

biomasse et en énergie.

La vitesse de transfert de I'oxygene de I’air au milieu de culture en recirculation
dans les divers bioréacteurs variait selon le type et la disposition des supports

verticaux de méme qu’en- fonction du débit de récirculation (tableau 4.1).



138

Plus la vitesse de recirculation d’un volume de milieu soumis a la fermentation est
grande, plus grand est le transfert de 1’oxygeéne. Cette tendance était la méme pour
les trois bioréacteurs testés et c’est lorsque la vitesse de recirculation fut fixée a 50
L/mn que nous avons observé la meilleure efficacité de transfert (tableau 4.1). Les
valeurs obtenues pour les bioréacteurs A [cylindre] et B [carré] a la vitesse
optimale de recirculation (50L/mn) €étaient équivalentes. C’est pourquoi nous avons
choisi de continuer le travail d’optimisation avec le bioréacteur A, équipé des
mémes supports que ceux décrits au chapitre 3. Ces derniers étaient cependant

disposés selon une configuration légérement différente.

Dans un deuxieéme temps, nous avons testé le bioréacteur a pleine hauteur, soit 3.6
metres, avec le milieu constitué de lisier de porc et de perméat de lactosérum en
fermentation. Sachant que la production de levures est la conséquence de
oxydation de la source de carbone sous I'effet de I’aération, quelle quantité de
perméat (lactose) peut-on injecter dans le bioréacteur tout en maintenant une
oxydation complete du lactose 7 Il est possible de calculer la quantité de lactose
utiiisée par les cellules dans le milieu aéré en fermentation en utilisan: les tormrules

de Atkinson et Mavituna (1991) e: Bailey et Ollis (1986) qui se résument ainsi :

Ci2H220y, + O, + .NH;; e CeH10OsN + C0, +H,0 + ME

Lactose levure

En fait, cette équation décrit la réaction qui se déroule dans le bioréacteur. En effet,
dans ce dernier, nous introduisons du lactose (C;Hz;0;;) provenant du perméat, de
'azote ammoniacal (NH; ) venant du lisier et de I'oxygéne (O;) fourni par la

recirculation dans le bioréacteur a écoulement vertical du milieu en fermentation.



139

Au cours de la fermentation, ces substrats sont transformés en biomasse de levures
(C¢HoO3N), en gaz carbonique (COz), en eau (H,O) et en métabolites
extracellulaires (ME), généralement excrétés a partir du cycle‘de Krebs, dans le
milieu tout au long de la fermentation. L’équation équilibrée‘ de la production de

biomasse de levures a partir du lactose serait :

2C)2H22011 + 507 + 3NH3 ' ,..___.__.._» 3C6H1003N + 6C03 + 11H20
684 g 160g 51 432 264 198

Dans cette équation, nous n’avons pas tenu compte des ME & cause de la complexité
du milieu utilisé et du manque de données disponibles dans la littérature. Cet
exercice aurait pu 8tre réalisé dans un milieu parfaitement défini ou avec des
substrats marqués au moyen d'isotopes radioactifs comme 1’ont effectué Fradette et
al., (1994) Nous n’avons pas tenu comte également de 1’azote ammoniacal et non
protéique du perméat de lactosérum non plus que du carbone fermentescible (acides
organiques) du lisier, dont les faibles concentrations pourraient étre considérées

comme pratiquement négligeables dans les circonstances.

Il ressort de cette formule qu’il faut 0.37 g d’oxygene et 1.58 g de lactose pour
produire 1 g de levures ; il faut 160 g d’oxygene pour oxyder 684 g de lactose Donc
connaitre la quantité d’oxygene transférable et la quantité dc lactose oxydable par
unité de temps, c’est connaitre le litrage de perméat que nous pouvons pomper dans

le systéme.
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En pratique, :’est a dire pour ce qui est de la fermentation. nous nous somm:s
également attachés 2 vérifier la quantité de lactose (litres de perméat) injectable (que
le syst2me est capable d’oxyder par minute) dans le bioréacteur. Sachant que la
pente de la courbe (figure 4.3) de dissolution de I’oxygéne dans un liquide traduit la
vitesse avec laquelle I'oxygene est transféré dans un mili'eu de culture, et la
concentration critique en oxygene dissout pour la levure se situant généralement
entre 0 et 1 mg/l, nous avons d’abord quantifié I’oxygeéne qui est disponible dans le
milieu. C’est alors que la pente (entre 0 et 1 mg/L d’C;D) de la courbe de
dissolution de I’oxygene dans ’eau (figure 4.3, courbe A) a indiqué que 'oxygene
disponible est de 2.6 mg /L/min (soit 130 mg pour le total des 50 litres d’eau que

contenait le bioréacteur).

C’est dire que dans notre cas, la quantité de lactose que le systéme peut oxyder par
minute était alors théoriquement de 33.6 g/L selon le calcul suivant: 684g x 130
mg/min / 160 g = 555.8 mg/min ou 0.56 g/min ou x 60 = 33.6 g/h (soit 0.7 L de
perméat pouvant &tre pomper dans le systéme par heure). Nous y reviendrons dans

les résultats relatifs au débit d’alimentation.

Cette méme figure 4.3 rapporte les courbes de dissolution de I’oxygene dans I'eau
(A), dans une solution de perméat de lactosérum (B) et dans le milieu lisier/perméat
en fermentation (C). La concentration de I’oxygene dissout a I’équilibre differe
selon la composition du milieu et la présence de levures (courbes A, B et C ). Elle
est de 10 mg/L dans I’eau; la concentration maximale 2 I’équilibre est de 8.2 mg/L
dans la solution de perméat et seulement de 4.3 mg/L dans le milieu en
fermentation. La faible concentration de 1’oxygene dissout dans le dernier cas
pourrait s’expliquer par un taux de transfert de ’oxygeéne dans ce milieu complexe
qui est la résultante de la dissolution de I’oxygeéne et de sa consommation partielle et
simultanée par les micro-organismes : ce qui se traduit par une lente remontée de

I’oxygene et une concentration a I’équilibre de 4.3 mg/L.
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Les résultats de la fermentation du milieu lisier/perméat a différentes vitesses de
recirculation, soit 20 L/mn et 42 L/mn (figure 4.4a et 4.4b) indiquent qu’avec une
vitesse de recirculation du milieu de 42 L/mn, il est possible d’injecter 1,6 litre de
perméat & ’heure. Au deld de cette vitesse de recirculatio'n; on observait une
formation de mousse exagérée (entrainant un débordement). Quoique les résultats
des figures 4.4 et 4.5 proviennent d’expériences similaires, celles ayant abouti a la
figure 4.4 n’ont été vérifiées qu’une seule fois ; par ailleurs, la courbe de la figure
4.5a et ses variantes sont en tout point conformes a celle de la tigure 4.4b. Pour cette
raison,nous n'avons pas jugé nécessaire de répéter les essais présentés a la figure

4.4.

Les 3 courbes de la figure 4.4a et les 5 de la figure 4.4b ont été enregistrées 1'une 2
la suite de ’autre en ajustant le débit d’alimentation de chacune au point O minute.
L’amélioration de la performance du réacteur en regard de sa capacité 2 utiliser un
plus fort dosgge de lactose et de lisier pourrait s’expliquer par I’effet cheminée lié A
la ventilation du systéme. Le systéme aspire de I’air par le bas et cet air se réchauffe
au contact d’une culture de cellules immobilisées trés actives. Plus la quantité de

chaleur dégagée par les cellules en activité est importante, plus il y a aspiration d’air.

Par ailleurs, plus la coloane est haute, plus la quantité d’air circulant dans la colonne
par unité de temps est forte. En principe, plus le bioréacteur sere haut, plus le milieu
sera exposé longtemps a I’air pendant la recirculation, permettant ainsi un meilleur
transfert d’oxygere (Atkinson et Mavituna, 1991). Donc, plus I’effet cheminée est
fort et plus on ugmente la quantité d’air circulant & contre-courant dans le

bioréacteur et plus le taux de dissolution d’oxygene devait étre élevé.
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L’effet cheminée est égalemen- associé€ & .. " criation de température. Plus cet effet
est grand, plu. la température est élevée et moins la dissolution de I'oxygene est
bonne (oxygere étant plus soluble & froid qu’a chaud, tableau 4 2). Cependant, il
faut noter que la température du milieu se stabilise autour de 26°C. Cette situation
pourrait s’expliquer par un équilibre entre le refroidissement résultant de
| évaporation partielle du milieu et I’élevation de la température. Par conséquent, le
taux de dissolution de I’oxy 3&ne ne serait vraisemblablement que peu affecté par des

oscillations de température autour de 26°C.

On remarque aussi qu’a 42 L/mn, le bioréacteur peut étre alimenté jusqu'a 1,6 L/h
(figure 4.5a) pour un taux de dilution (D) de 0.11 h'! voire méme 2 I/h (D=0.13 h™)
comparativement a 1 L/h (D=0.06 h') lors des essais antérieurs (chapitre 3). Au
terme de ces essais, nous pouvons dire que le bioréacteur A (cylindre) de 3.6 métres
de hauteur tel que configuré permet une aération suffisante pour éliminer
completement les odeurs typiques du lisier. La configuration optimale étant choisie,
et la quantité d’oxygéne maximale transférable dans le milieu étant connue, il
importe désormais de vérifier le débit maximum d’alimentation que peut supporter
ce bioréacteur. Tout comme au chapitre 3, la courbe de I’dvolution de 1'oxygéne
dissout de la figure 4.5a tout comme celle des des figure 4.6, 4.7, 4.8 et 4.9 sont des
courbes types. En effet, des essais répétés dans des conditions similaires ou
analogues, ont donné des courbes de méme allure. Ces variantes sont présentées aux

figures 4.5b- 4.10b dans le texte. Celles des figures 4.6 et 4.7 sont données avec des

nuages de points.
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1.2 Débit d’alimentation

A pertir de la vitesse optimale de recirculation de 42 1/mn, nous avons procédé
comme au chapitre 3 a des ajouts progressifs du lisier et du perméat dans le milieu,
tout en observant le niveau de I’oxygene dissout. Pour ce faire, ies substrats étaient
ajoutés a des débits (1 L/h a 2 L/h) n’excédant pas la capacité de la culture de
levures a en utiliser complétement les composantes fermentescibles. Les résultats
obtenus (figure 4.5) démontrent qu’a 1L/h, I’oxygene est rapidement utilisé et que la
valeur résiduelle se stabilise & environ 1.5 ppm d’O;D. A 1.6 L/h, le niveau de
I’oxygene disscut résiduel se situe autour de 0.5 ppm. A 2 L/h, la courbe d’oxygene
dissout se stabilise au voisinage de zéro. Mais malgré tout, "oxygene dissout
disponible demeure suffisant pour maintenir une bonne activité métabolique et
prévenir 'apparition d’odeurs indésirables telle qu’appréciée par une dizaine
d’observateurs indépendants. En effet, malgré le fait que des te:hniques
«objectives» d’évaluation sensorielle n’aient pas été utilisées pour quantifier le
phénomene, plusieurs observateurs indépendants ont pu constater la disparition des

odeurs typiques du lisier de porc.

Ces résultats indiquent également que le bioréacteur est capable de tolérer ine
alimentation d’au moins 1.6 L/h pour le lisier et 1.6 L/h pour le perméat pour un
volume utile de 30 L, alors que cette valeur était de 1 L/h (D=0.03 h) pour chacun
de ces substrats au chapitre 3 (section II, 4). L’amélioration de I’aération du milieu a
permis d’accroite le débit d’alimentation et en somme [’efficacité globale du

systéme A traiter «u lisier de porc.

Il faut remarquer cependant que méme avec la meilleure aération gue permet le
réarrangement du systgme, il n’est toujours pas possible d’atteindre une vitesse

d’alimentation supérieure a 2 "/h.
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C’est le cas notamment lorsque en lieu et place du perméat de lactosérum habituel,

nous avons utilisé du perméat concentré. Nous y reviendrons dans les résultats

relatifs au pH.

1.3 Le pH

’

Avec le dispositif de distribution automatique d’acide assurant un contréle du pH en
continu, nous sommes parvenus 2 réduire la consommation du milieu en acide (de 6
+ 1,2 ml/h 2 1 £ 0,3 ml/h). Il en est ainsi car le pH est constamment maintenu a
I’échelle visée; ce qui constitue une amélioration, une optimisation par rapport a la
fagon dont nous avons travaillé lors de la fermentation en fed-batch. Puisque c’est

un systeme qui n’exige pas de main d’ceuvre, il présente un avantage €conomique

certain pour une utilisation sur la ferme.

La figure 4.6 présente les résultats des essais de contr8le du pH a des valeurs de 4,0;
4,5 et 5,0. Dans le cadre de I’optimisation du systéme, c’est a dire avec une vitesse
d’alimentation allant jusqu'a 2 L/h, le maintien du niveau de pH a 4,0 et 4,5 de fagon
manuelle nécessitait de 6 ml a2 10 ml de HCL 6N a I’heure selon le niveau de pH
désiré. Puisque le pH du lisier Jui méme est neutre (6,8) et que celui du perméat se
situe autour de 6,0, il devient évident qu’il n’existe que deux moyens d’abaisser ces

valeurs: un ajout d’acide exogéne ou une acidification par la bio. 1asse microbienne

en fermentation.

Dans le cas d’une alimentation du bioréacteur en régime fed-batch, il est plausibie
qu’au cours des essais d’optimisation la consommation d’acide soit plus élevée
qu'en régime continu: en effet, on ne laisse pas toujours sous ces conditions
suffisamment de temps & la culture d’épuiser complétement les substrats qui lui sont

offerts.
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La quantité d’acide nécessaire pour maintenir le pH au niveau voulu augmente
proportionnellement au fur et & mesure que la vitesse d’alimentation en substrats
progresse de 0,6 L/h a 2 L/h. A pH 4,5, la courbe décrit une ligne similaire sauf qu’a

ce niveau, !'ajustement du pH nécessite une plus faible quantité d’acide (pH 4,0 =

10 ml ; pH 4,5 = 6 ml par heure).

L4

Il est possible de rationaliser économiquement le systéme en assurant la maitrise du
pH non plus par "utilisation de 1’acide mais plutt au mcyen de la concentration en
lactose du perméat. En effet, il est envisageable de concentrer le perméat avant de
’acheminer sur la ferme porcine; ce procédé existe déja dans certaines industries
fromageres et pourrait contribuer 2 minimiser les cofits de transport du perméat du
site de production a la ferme. Il faut préciser ici que le ratio C/N de 10 choisi comme

optimal dans les études précédentes est toujours respecté.

Toutefois, ce ratio a été modifié uniquement pour les besoins de 1'expérience qui a

consisté a vérifier si en concentrant le lactos¢ du perméat, on pouvait réduire la

consommation d’acide.

Quand nous avons combiné le perméat concentré avec du lisier, nous nous sommes
apergu que le pH du milieu en fermentation se stabilisait toujows entre 4,0 et 4,5
que ce soita 0.6 L/h ; 1 L/h, 1.6 L/h ou a 2 I/h. Ce qui a permis du coup de réduire

considérablemeit la consommation d’acide (figure 4.7).

Déja a partir d’une concentration en lactose de 55 g/L, I'utilisation d’acide est
négligeable et devient nulle 2 60 g/L. Ces résultats pourraient s’expliquer par la
production d’acides organiques a partir du lactose et par une meilleure assimilation

de I’azote ammoniacal.
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Lorsque le peiméat est enrichi de 20 ou 40 % en lactose c’est a dire au’il contient ¢u
moins 60 g de lactose par litre, donc 30 g/L dans le mélange qui est alimenté, la
culture de levures utilise rapidement (30 minutes) I’oxygene excédentaire du milieu
(figure 4.8). Par exemple, a 60 g de lactose 'par litre, la pente de la courbe est forte
au départ puis elle se stabilise en 40 minutes autour de 0.2 m;m d’O,D. Pour le
perméat nature, c’est a dir: contenant 50 g de lactose par litre, on observe que le
“niveau d’oxygene dissout s’épuise aprés 70 minutes. Cependant, le milieu ne
s'épuise pas rapidement et complétement en oxygeéne dissout lorsque la

concentration en lactose du perméat est réduite a 40 g/L.

Selon ces données, il semble que lorsqu’il y a suffisamment d’oxygeéne dans le
milieu de culture et en présence d’une forte concentration du milieu en carbone
fermentescible, I’activité métabolique est plus forte que lorsque la concentration de
la source de carbone est moindre. Ce qui a pour conséquence I'utilisation rapide de
I’oxygene dissout dans le milieu. A I’inverse, si la concentration en substrat carboné
est moindre ou insuffisante par rapport & la concentration en azote, il v a

ralentissement de I’activité métabolique (figure 4.9).

Toutes les courbes présentées a la figure 4.8 laissent apparaitre une bréve
stabilisation du niveau d’O,D entre la dixitme et la vingtidéme minute de
fermentation. On peut présumer que les cellules seraient & ce moment presqu’au
méme stade de leur cyéle de croissance, donc en synchronisation (Atkinson et
Mavituna, 1991). II est plausible d’obtenir un tel comportement lorsque les cellules

sont cultivées dans des conditions ol elles doivent affronter des périodes de jeine.

Nous avons remarqué qu’aux débits les plus élevés d’addition des substrats,
'oxygene dissout peut soit se stabiliser quelque soit la concentration en substrats du

milieu, soit remonter avec 1’alimentation du milieu en substrats carbonés et azotés

(perméat/lisier).
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La figure 4.10 illustre partaitement ce constat. On assiste a4 une remontée de
Uoxygene dissout dans le milieu 2 partir d’une alimentation de 2 L/h en lisier et
perméat. Ce comportement pourrait s’expliquer par la toxicité du lisier ou par
I"insuffisance de la source carbonée indispensable au métabolisme énergétique de la
gulture de levures. Pour vérifier cette derniére hypothése, le milieu en fermentation a
été alimenté uniquement avec du perméat (en coupant I’alimentation en lisier) au

moment olt s’amorgait la remontée de I’oxygene dissout.

Lorsque nous avons cessé d’alimenter le bioréacteur en lisier dorc en azote et que
nous avons poursuivi la fermentation avec du perméat seulement, nous avons
observé une reprise de l'activité métabolique gui s’est traduite & la fois par la
diminution de I'oxygene dissout jusqu'a 0.15 ppm pour une alimentation de 3 L/h et
une remontée de la température du milieu. Comme I’indique la figure 4.10, la
température du milieu montre un fléchissement suivi d’une légeére décroissance au

point de la remontée en oxygéne dissout.

Ces résultats indiquent qu’il n’y avait effectivement pas suffisamment de carbone
termentescible dans le milieu (C:=56 mg/L, N=108 mg/L. avec un C/N=0.5 ou 1/2)
par rapport au 10 526 mg/L (42% de carbone sur les 342 g de lacto.e) de carbone et
au 1242 mg/L d’azote (1350 mg'L) qui rentrent simultanémen: dans le bioréacteur
avec un ratio Je 10/1, étant donné que le lisier est déficitaire en sucre
fermentescibles. Ces données suggérent que la concentration en carbone est
vraisemblablement plus limitante que celle en azote dans les conditions d’opération
du bioréacteur. En effet, le lactose sert & la fois de source d’énergie e* de carbone
pour la croissance des levures. En plus, le ratio C/N doit &tre situé entre 7/1 et 10/1

pour assurer une bonne bioma;se de levures (Atkinson et Mavituna, 1991).
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Nous nous somr mes aussi demandé si la concentration en lactose du perméat pouvait
contribuer a réguler et stabiliser le pH du milieu en fermentation sans recourir a
’adjonction de neutralisant tout en assurant une bonne activité respiratoire de la
biomasse de levure. Le maintien d’une bonne activité cellulaire est en effet une
condition essentielle 4 la biotransformation des contaminants (n‘ut‘riments) du lisier.

Nous avons donc vérifié I'effet de la concentration en lactose du perméat sur
["utilisation de I’oxygeéne dissout par la culture de levures de méime que son effet sur
le pH puisque, comme nous I’avons démontré au chapitre 3, les glucides peuvent
contribuer a faire baisser le pH du milieu de culture. I1 faut toutefois noter que
I’utilisation du NH4" par les levures contribue également a acidifier le milieu soit
par I’assimilation paralléle d’une molécule chargée négativement (symport) ou par
I’excrétion d'un ion H™ pour maintenir la charge positive interne. Les essais visaient

donc la comparaison de différentes concentrations en lactose du perméat.

Ainsi, au lieu d’utiliser uniquement du perméat pur dont la teneur en lactose est de
5% (50 g/L) comme a I’accoutumé, nous avons réalisé les essais avec dv perméat
dont la concentration en lactose variait de 30 a 70 g/L, soit par ajout de lactose, soit
par dilution du perméat avec de ’eau; c’est-a-dire que le perméat a été fortifié a
20%-40% de lactose et dilué dans le méme ordre de pourcentage, & —20% et -40%.

Concrétement, nous avons utilisé du perméat a 30 g/L; 40 g/L ; 50 g/L; 50 g/L et
enfin 70 g/L. Nous avons, dans le méme temps, déterminé la quantité d’acide

nécessaire pour contrler le pH au niveau voulu (tableau 4.3).

Il ressort de ce tableau que le contrble du pH en continu permet de minimiser la
consommation de neutralisant. En outre, la concentration du lactose du perméat de
lactosérum contribue a réguler le pH du milieu en fermentation sans recourir

nécessairement 2 1’apport de neutralisant.
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Donc une augmentation de 1’ordre de 20% du ratio C:N du milieu permet de réduire
a 0 (figure 4.7) la consommation d’acide mais nécessite un~ réduction du débit
d’alimentation en lisier de 1,6 4 1 L & I’heure (figure 4.9). En somme, les substrats
doivent étre injectés dans un ratio C:N prédéterminé (10 :1) qui doit idéalement &tre
respecté. Les débits peuvent varier en intensité mais le ratio doit demeurer le méme.
En effet, plus de lisier que de substrat carboné entrainera un exces d’azote
ammoniacal dans le milieu de fermentation, une réapparition d’odeurs nauséabondes
et un pH qui aura tendance 2 s’élever. Par contre, s’il y a une plus grande proportion
de substrat carboné, la culture de levure sera en déficit d’azote et elle aura tendance

A faire plus de réserve cellulaire avec son exceés de carbone fermentescible ou le

laisser disponible & des micro-organismes non désirables.

2 Produit de la fermentation

Le milieu (lisier/perméat) fcrmenté, quasiment épuisé en sucres fermentescibles,

contient une biomasse de levures qu’il importe de caractériser quant 4 sa valeur

nutritive potentielle pour les porcs.

2.1 Ccncentration en levures

Le produit fermenté et désodorisé’ (tel qu’apprécié par une dizaine de personnes)
obtenu a la fin de nos expérimentztions contient une population de levures de !’ordre
de 2.8x10° ufc/ml alors que la concentration des levures irnmobilisées sur les

supports était de 5.8x10° ufc/cm? (tableau 4.4).

1 convient de préciser ici que tous les essais effeciués avec le bioréacteur pilote se sont déroulés A I'intérieur
d'une batisse servant d’atelier mécanique. Les personnes y travaillant n’ont 2 aucun moment été
incommodées par les odeurs du lisier. Les substances volatiles du lisier étant captées et ox ydécs par les
levures, I’air était donc désodorisé. Les seules occasions o des odeurs nauséabondes pouvaient étre détectées
correspondaient aux moments ol la cul.ure tombait en déficit d’oxygéne dissout.
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Les concentrations cellulaires (levures) observées (figure 4.2) apreés optimisation

sont un peu plus élevées que celles avant optimisation aussi bien dans le mulieu de

culture que sur les supports.

l.es levures ont pu atteindre cette densité grace & un environnement qui leur était
Rplus favorable (pH 4,5) qu’d la compétition bactérienne. La flore aérobie totale
composée essentiellement de bactéries était de 1.8x10° ufc/ml dans le produit
fermenté, et 8.7x10® ufc/cm? étaient immobilisées sur les supports de PVC. Quant
aux cellules de levures immobilisées sur les supports, leur forte densité a pu étre

maintenue pendant la fermentation qui a duré cinq mois (tableau 4.5).

La surface disponible pour 1’adhérence dans le bioréacteur a été évaluée par calcul a
15.6 m® pour les supports et A 0.943 m? pour la surface interne mouillée du
bioréacteur : ce qui donne une surface totale d’environ 16.5 m®. En assumant que
toute cette surface est couverte par un biofilm de levures, le nombre total de levures
occupant cet espace serait de 5.8x10° ufc/cm®x 16.5 m* x 10* cm*m? c’est 2 dire
95.7 x10" cellules immobilisées. Le nombre total de levures en suspension dans les
30 L de milieu de fermentation étant de 2.8x10° ufe/ml x 1000ml x30, soit 84x10".
En comparant les quantités totales de levures sur le supports et dans le milieu, il

nous faut conclure qu’il y a au moins 10 fois plus de levures immobilisées que libres

dans le milieu.

Ces résultats laissent supposer que les cellules immobilisées sont en grande partie
responsables de I’activité métabolique qui a lieu dans le milieu de fermentation. Ces

dernieres participeraient donc trgs activement aux différentes réactions qui s’ operent

dans le milieu.
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Figure 4.2. Observation microscopique (objectif 400X) des levures en croissance

dans le produit fermenté (dilutior: au 1/100°%).

2.2 Rz2ndement et productivité du syst¢me

2.2.3 Rendement

- Meéme si les concentrations cellulaires obtenues sont importantes, des paramétres
tels que le rendement et la productivité doivent étre calculés pour évaluer
efficacité du systeéme de rermentation.

- A cet effet, et en partant de I’équation équilibrée de la biomasse de levures

produite & partir du lactose, il est possible de calculer le rendement théorique:

2C;H20,, + 502 + 3NH3 """"“"" 3C5H1003N + SCOp -Hleo
Lactose biomasse de levure

684 ¢ 160g Slg 432 g 264 ¢ 198 ¢



Le nombre de cellules obtenues & la fin ou a2 un moment donré de la fermentation
est proportionnel A la quantité de substrat utilisée. Le rendement est donc le ratio
correspondant et est défini par la quantité de biomasse prodtiite ou le nombre de
cellules obtenues pour 100 g de substrat utilisé; a partir de cette équation, le

" rendement théorique auquel on peut s’attendre a partir du lactose () serait donc

de :

Y, =3x 144 = 0.63 (63%) (A)
2x 342

[l ressort de cette équation que 1 g de lactose permet de produire 0.63 g de levures

c’est a dire 63 g de levures pour 100 g de lactose consommé.

Il convient de préciser que compte tenu de I’hétérogénéité de la composition du
lisier de porc (débris alimentaires, fibres, poils...). les levures n’ont pu éure
déterminées sur base séche. Pour les calculs qui vont suivre. nous n'utiliseront que

la concentration des levures en afc/ml.

Or, la concentration moyenne de levures obtenue pour le produit fermenté (aprés
optimisation) est de 2.8x10° ufc/ml (tableau 4.4), et la quantité moyenne de lactose
ayant contribué 2 la production de cette biomasse de levures est de 23.944g/L.. En
effet, en considérant qu’environ 24 g de lactose/L de perméat (50% de perméat) sont
pompés en continu dans le bioréacteur et que la concentration moyenne de lactose

résiduel est de 56 mg/L de milieu,
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Y, = 2.8x10° x10° ufc/L
23.944g/L

soit 2.8x10' ufe/L , Ce qui donne 1.169 x10'' ufc/g de lactose utilisé
23.944 g/L.

(B)

Les levures humides destinées & la boulangerie, la distillerie et I’enologie d’aprés

les données obtenues d’une levurerie commerciale (Doyon, 1998), contierdraient en

moyenne de 1 2 2x10'° cellules viables par gramme.

Puisque la levure humide contient en moyenne 30% de solides et 70% d’humidité, le

nombre de cellules rapporté sur une base séche serait

2x10" ufc/g = 6.66x10'° ufc/g (C)
0.30

Par ailleurs, le rer.dement théorique pour I’azote ammoniacal utilisé (Ya) serait de :

Yaz= 3 x 144 = 8.47
3x17

I apparait que | g d’azote ammoniacal permet de produire 8.47 g de levures c’est a

dire 847 g de levures pour 100 g d’azote ammoniacal.



154

La concentration moyenne du produit fermenté obtenue est de 2.8x10° ufc/ml 2t la
quantité moyenne d’azote ammoniacal ayant contribué 2 la production de cette

biomasse de levures 2 un moment donné est (1.35 g/L injecté en continu - 0.108 g/L

dans le milieu) de 1.242g /L.

.

Yy =2.8x10° x10® ufc/L= 2.25x10'? ufc/g d’azote ammoniacal ntilisé.

1.242g/L

2.2.4 Productivité

La productivité (P) est la quantité de biomasse nette obtenue par unité de volume et
de temps. En culture continue, la productivité s’obtient en multipliant le taux de
dilution (D) par la concentration (C) de la biomasse en régime permanent (steady

state).
P =D x C, on sait que D=0.11 -l

P=0.11 x 2.8x10°x10% ufc/L= 0.308 x 10'2 = 3.08x10"! /L/h

2.2.5 Efficacité

L’efficacité est définie par la quantité de biomasse broduite, ou le nombre de cellules
obtenues pour 100 g de substrat qui est introduit dans le systeme de fermentation. En
ce qui concerne le substrat carboné, nous avons comparé 1’efficacité du systeme de
fermentation étudié au chapitre précédent alors que cette derniere était menée en

mode fed-batch 2 celle du présent chapitre ol la fermentation s’est faite en continu.
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Le nombre total de levures obtenues au chapitre 3 étant de 1.5x10* ufe/ml et de

2.8x10° ufc/ml pour ce chapitre, ’efficacité peut se calculer de la manigre suivante :

1.5x10° 10°ufe/l, = 0.0625x10" ufe/g et 2.8x10° 10°ufe/L =0.116x10" ufc/g

24 Z/L de lactose 24 g/L de lactcse

Tel que rapport$ par ces résultats, la fermentation en continu a permis d’améliorer

I'efficacité du systéme de fermentation d’au moins 18 fois.

2.3 La teneur en protéines et en acides aminés du produit fermenté

Les résultats relatifs a4 la concentration en levures du produit fermenté établissent
que ce dernier a permis une abondante multiplication cellulaire. La valeur
alimentaire de cette biomasse et plus particulierement sa teneur en protéines est un

parametre critique en regard de son recyclage potentiel dans I’alimentation du porc.

Il est reconnu que les levures sont généraleme;it riches en protéines et qu’elies
peuven. en contenir jusqu'a 50% (TKN x 6.25) sur une base de mati2re séche. Bui et
Galzy (1990) ont trouvé que ce pourcentage est de l'ordre de 45% pour K.
marxianus, lorsque cette derniére est cultivée sur un milieu de base (minimal

medium) avec le glucose comme source de carbone.

Cette teneur en protéines peut néanmoins varier selon les genres, les espéces, les

souches et surtout le milieu et les conditions particulieres de culture (Boze et al.,

1992 ; Bui et Galzy., 1990).



Dans le cadre de nos essais, la teneur en azote des substrats principaux ayant servi 2
la production de biomasse, était respectivement de 1.326 g/L. et de 0.11 g/L pour Ie
lisier et le perméat de lactosérum. Suite a la fermentation, le produit final obtenu en
contenait 1.468 g/L, une valeur légérement supérieure a la somme des
concentrations de chacun des substrats (tableau 4.6). Lo différence tient
yraisemblablement au fait que le produit fermenté a subi une certaine concentration
"par évaporation lors de sa recirculation dans le bioréacteur. Avec un équivalent
protéique de 30% (tableau 4.7) sur une base de matiere séche, la biomasse de

levures semble avoir fixé efficacement ’azote du lisier.

Le tableau 4.7 compare la teneur en protéine totales du lisier fermenté 2 celle de
quelques céréales couramment utilisées dans 1’alimentation du porc. Les valeurs
rapportées indiquent que le lisier fermenté serait 2,5 fois plus riche en protéines
brutes que le sorgho et 3 fois plus que le mais et ’orge. Ce produit pourrait donc
éventuellement étre utilisé comme complément protéique dans P’alimentation des

porcs.

Ainsi donc, nos résultats vont dans le m&me sens que ceux de Chahal et Ishaque,
1988), qui ont obtenu entre 29 et 30% de protéines apres la fermentation de la
fraction liquide du lisier de porc avec des résidus agricoles tels que ia pailie de mais
et celle du blé. S’il est important que le produit final soit riche en protéines, il est
tout aussi déterminant que ces protéines contiennent les dix acides aminés jugés

essentiels pour le porc en quantité et en proportion nécessaires pour sa croissance.

Les compositions en acides aminés essentiels de quelques protéines (aliments
conventionnels) comme le soya, I’ceuf, les levures et notre produit fermenté sont
présentees dans le tableau 4.8. Corapte tenu de son profil en acides aminés et de sa
bonne digestibilité, la protéine de I’ceuf est considérée comme comblant presque

parfaiteinent les besoins du poic. Cette comparaison avec d’autres sources
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d’aliments riches en protéines permet de vérifier la qualité du produit fermenté et
d’en déterminer les facteurs limitants. Par rapport & la référence (FAO), il apparait

que le lisier fermenté est riche en acides aminés essentiels exception faite de ceux

recnnnus comme faisant défaut aux protéines de levures.

L’acide aminé reconnu comme le plus limitant pour le porc est la lysine; les
protéines céréalieres en contenant des concentrations nettement inférieures aux
protéines animales. Il ressort dii tableau 4.8 que le lisier fermenté est suffisamment
riche en lysine, thréonine, valine et leucine comparativement aux produits céréaliers
du tableau 8. L'utilisation de cette biomasse de levures comme supplément
alimentaire permettrait de combler une partie de la carence de certains produits

végétaux en acides aminés essentiels.

Les résultats relatifs au pro luit fermenté dont il est ici question montrent que, ce
dernier est riche en plusieurs acides aminés essentiels, surtout en certains acides
aminés (lysine et thréonine) habituellement utilisés pour compléter la ration de base
des porcs (tableau 4.8). Le tablean comparatif des profils d’acides aminés essentiels
du produit fermenté, de quelques levures et du tourteau de soya montre que le
produit fermenté est déficitaire en acides aminés soufrés mais présente un bon

équilibre pour les autres acides aminés essentiels.

On constate par ailleurs (tableau 4.9) que la teneur en acides aminés de notre produit
se compare bien A celles des levures lactiques (Bel) et du lisier aéré (oxidation
ditch). Le lisier fermenté se révele plus riche en phénylalanine et en valine mais

équivalent pour la thréonine, I’arginine et I’histidine aux levures des industries Bel.
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En somme, la biomasse que constitue le produit final est non seulement riche en
levures, cellules reconnues pour leur richesse en protéines, mais surtout en acides
aminés essentiels (tels la lysine et la thréonine) que l'on ne trouve pas en
concentration suffisante dans les céréales communément servies comme aliment aux
porcs. Ces résultats confirment ceux de nombreuses revues et symposiums qui
rapportent la qualité nutritive des levures lorsque celles-ci sont utilisées comme

sources de protéines pour les animaux (Golberg,, 1985; Davis, 1983; Senez, 1983).

La composition du produit fermenté présentée au tableau 4.10 laisse voir que le
lactose et ’azote résiduels en régime stationnaire (steady state) donnent un ratio
C :N de 1/2. Ce dernier indique un abaissement considérable de la teneur en carbone
du systéme suite A la fermentation : rappelons que le ratio C:N des substrats (avant
fermentation) était de 10:1. Par aiileurs, I’énergie du produit ferrnenté est de 3,17

Kcal/g confirmant ainsi que ce produit contient principalement des glucides et des

protéines (4 Kcal/g).

Il convient de souligner aussi que ce produit ne doit pas exposer les porcs A des
risques inacceptables. Il est reconnu d’ailleurs par McCaskey et al., (1985) que les
mico-organismes pathogenes, les métaux lourd, et les résidus médicamenteux
peuvent représenter un risque potentiel pour le recyclage alimentaire des excréments
d’animaux. A ce titre, méme s’il est vrai que ce n’est ni le but ni I’objectif central de
cette étude, nous avons quand méme tenu a travailler dans des conditions de uature a

éliminer les bactéries pathogenes.

Pour cela, nous avons ajusté le milieu a2 un pH de 4.4, pH reconnu comme étant ur

facteur de protection et pouvant emp&cher la prolifération des bactiries pithogenes.



C’est le cas notamment de l'ensilage d’excréments d’animaux qui a été trouvé
exempt de pathogénes lorsque le pH était inférieur 3 5,0 (McCaskey et Antony,
1975, 1979; Kamra et Srivastowa, 1991; Caswell et al., 1977; Kamra et Srivastava,

1994; McCaskey et al., 1985; IFlachowsky et Hennig, 1990; ’I‘ur'nér et Colin., 1997).

Quoique C. bowulinum ne présente aucun danger de prolifération en fermentation
aérobie, la va'eur du pH de 4,5 marque la limite au-dessous de laquelle elle ne
produit pas de toxine (Bourgeois et al., 1996). Les bactéries lactiques et acétiques

peuvent se développer 2 un pH inférieur a 4,5 mais sont sans danger pour la santé.

On pourrait aussi suggérer 1n traitement thermique équivalent 2 une pasieurisation
pour assurer une marge de sécurité accrue au produit et des possibilités de
récupération d’énergie au moyen d’échangeurs de chaleur analogues & ceux utilisés

dans les usines de transformation d’aliments (Bailey et Ollis, 1986).

les cofllts liés a ce chauffage devraient en principe étre minimes compte tenu de
I'acidité du produit et de la récupération thermique possible. Selon Bourgeois et
al.,(1996) I’acidité du milieu recevant le traitement thermique influence beaucoup la
résistance a la chaleur des micro-organismes. Plus le milieu est acide, moins

I'intensité thermique nécessaire pour atteindre la valeur létale est grande.

Il ressort par ailleurs des études d’un sous- comité américain, (The subcommitee on
Mineral Toxicity in Animals, NCR, National Academy of Sciences 1980) sur la
toxicité des minéraux destinés a 1’alimentation animale, que tous les minéraux sont

ctentiellement toxiques pour les animaux s’il sont ingérés en quantités exagérées
P q p g q g

{Church et Pond, 1988).



160

Toujours selon cette sous-commission, la marge de sécurité entre la quantté de
minéraux nécessaire pour I'alimentation et celle de leur dose toxique varie selon les

minéraux, les especes animales et les conditions d’alimentation.

En outre, selon les recommandations du PAG (Protein Adw‘*iéory Group) de la
FAO/WHO/Unicef et 'TUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry,
" 1974), la détermination des éléments majeurs tels que le Na, K, Mg, Ca, Cl et des
éléments traces tels le Mn, Zn, Fe, Co, Mo, As, Pb et Hg doit étre effectuée sur tout
produit destiné A 1'alimentation humaine ou animale. Aussi, sans prétendre a une
étude exhaustive de la question (qui rele¢ve beaucoup plus de la nutrition) nous nous
sommes quand méme imposés de vérifier la présence et la concentration des

minéraux en question dans le produit final issu de la fermentation du lisier (tableau

4.11).

Il ressort de ce tableau comparatif que le produit fermenté est une bonne source de
minéraux et se compare avantageusement au produit issu des fosses aérées et utilisé
pour alimenter les porcs (Harmon et Day., 1975). Par ailleurs notre produit se préte
bien A I'alimentation animale si I’on tient compte de la concentration minérale
maximale tolérée par les porcs, excepté pour le calcium et le potassium qui
présentent des concentrations excédant le standard de la sous-commission (mais
néanmoins inférieures a celles du lisier simplement aéré (oxydation ditck liquor
=ODL). En regle générale, Church, (1991) soutient que Iinsuffisance

(concen’ration) d’un minéral est plus problématique qu’un exces.

Treizz minéraux (Ca, P, Na, Cl, Mg, K, S, Cu, Fe, Mn, Zn, I, Se) seraient cssentiels
au bon développement du porc ; parmi ceux-ci, le calcium et e phosphore doivent

étre en quantité suffisante pour une croissance optimale.
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Le ratio le plus approprié de Ca:P se situe entre 1:1 et 1.5:1 (Chuich, 1991). Ce
rapport, qui est de 1:1 dans le produit fermenté, répond donc anx normes. Ainsi,
méme si la concentration en calcium semble élevée, il reste que le ratio Ca:P
satisfait aux besroins du porc. Quant au sodium, signalons qu’il peut £tre trés toxique

pour le porc s'il excéde le niveau de 8% (Church, 1991)

’

" En ce qui concerne les résidus médicamenteux tels que les antibiotiques administrés
aux porcs, et que ’on pourrait craindre a priori de retrouver dans le produit
fermenté, il faut rappeler que les levures sont des eucaryotes et qu’a ce titre, elles
sont insensibles aux antibioti jues communément utilisés contre les bactéries.” Quant
aux qualités sensorielles du produit par les porcs, il est bon de signaler que du lisier
simplement aéré (ODL) a déja été accepté comme seule source de Jiquide par des
porcs & |’engraissement (Harmon et al., (1972); Harmon et Day (1974)). On peut
donc raisonnablement anticiper qu’ils feront de méme avec un produit enrichi en

protéines et qui par surcroit serait désodorisé.

Du reste, les études de Iniguez-Covarrubias et al., (1994), qui rapportent des essais

d’alimentation avec du lisier fermenté en continu avec du sorgho tendent 2

confirmer ce point de vue.

? Il est important de noter ici que les acides nucléiques de la biomasse levurienne n’ont aucun effet négatif sur
la santé des porcs tout comme sur celle de 'a plupart des animaux. En effet, ces derniers sont capables de
synthétiser I'urate oxydase (contrairement aux humains, singes supérieurs, reptiles et les oiseaux) qui
hydrolyse I’acide urique en allantoine (sotuble), leur évitant ainsi la formation de caleuls rénaux (goutte) par
I"accumulation de I’acide urique dans les reins et la vessie (Rivigre, 1975).
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It Conclusion partielle

Au terme de ce chapitre, nous pouvons constater que la performance du systéme a
effectivement été améliorée en tenant compte de la vitesse d’alimentation qui est
passée de 1 L/h a 1.6 L/h, de la maitrise du pH du milieu et de ‘celle de la mousse.
Ainsi, nous avons pu atteindre une plus grande vitesse d'alimentation pour un taux
de dilution de 0.11 h'! (D vaiiant entre 0.05 et 0.07 b dans le précédent chapitre) 2

cause principalement d’une meilleure aération du liquide en circulation dans le

bioréacteur.

Ces meilleurs résultats sont aussi 2 attribuer au régime de fermentation en continu
que nous avons utilisé et qui a permis de juguler la production de mousse (sans ajout
d’anti-mousse), de maftriser davantage les parameétres essentiels que sont le pH du
milieu et son oxygénation. La concentration en levures que nous avons obtenue
correspond a des rendements voisins du théorique; cette biomasse s’est révéiée riche
en protéines, et affichait un bon profil d’acides aminés essentiels. La figure 4.11
illustre le schéma d’écoulement du lisier de porc selon notre approche

comparativement au schéma global d’écoulement actuel du lisier dans les pcrcheries

(annexe C).
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Tableau 4.1. Taux de dissolution de I’oxygéne dans trois types de bioréacteurs avec

supports internes verticaux selon la vitesse de recircul iion du milieu.

Vitesse de recirct lation Bioréucteur A Bioréacteur A’  Bioréacteur B
du mili Mg O2/L d’eau a 25°C/min

u mulieu
20 L/mn Nd* 0.499 0.482
36 L/mn Nd 0.542 0.577
50L/mn 0.934 0.769 0.938

*nd = non déterminé

Tableau 4.2. Dissolution de 1'oxygene dans I’eau selon la température

(Atkinson et Mavituna; 1991)

Température (°C) Concentration de I'oxygeéne

dans I’eau (mmol/L)

0 2,18
10 . 1,70
15 1,54
20 1,38
25 1,26
30 1,16
35 1,09

40 1,03
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Tableau 4.3. Effet de la concentration en lactose du perméat de lactosérum injecté
dans le fermenteur contenant 30 L de milieu lisier/perméat en
fermentation continue sur la quantité d’acide chlorhydrique 6N
nécessaire pour contrdler (pendant 1 heure), le pH 2 4.4 et a une

vitesse d’alimentation de 1.6 L/h.

30gL  40gl  50glL 60g/L 70 g/l

Avec contréle 112* 68 29 0 G
continu du pH

Avec contréle nd** Nd 85 Nd Nd
discontinu du pH

* ml de HCL 6N

**nd = non déterminé

Tableau 4.4, Dénombrement des levures en suspension (dans le produit fermenté) et

immobilisées (sur les supports de PVC).

Produit fermenté (ufc/ml) Cellules immobilisée (ufc/cm?)
Levures Flore totale =~ Levures Flore Totale
Avant optimisation 1.5x10°+£ 38  8.5x10°£21 3.6x10°+23  2.0x10°:29
(régime fed-batch)
Apres optimisation 2.8x10° 251 1.8x10°+32 5.8x10°+27  8.7x10%:33

(régime continu)
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Tableau 4.5. Dénombrement des microorganismes immobilisés sur les supports de

PVC au cours des cing mois de fermentation

‘Temps Levures Flore to’téle
, jours) 10® cfu/em? 10° cfu/em?
" s 2.1 X
50 27 8.1
95 46 2.9
130 160 3.1

Tableau 4.6. Teneur moyenne en azote du produit fermenté, du lisier el du perméat

Perméat Lisier Produit fermenté

—

Azote total (g/L) 0.11£006  1.326 %025 [458 £0.13

Azote non protéique (g/L) 0.09 £0.02 1.002 £0.12 0.352 20.028
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Tableau 4.7. Comparaison de la teneur en protéines (TKN x 6.25) du produit
Fermenté et de quelques céréales communement utilisées en

alimentation animale (Adrian et Frangine, 1991).

Prodx‘;it alimentaire % de protéines fétales (sur base
; | sache)

Produit fermenté 30

Mais 10,1

Sorgho - 12,5

Orge 10,1

Tourteau de soya 53,1

Tableau 4.8. Comparaison de la composition en acides aminés essentiels (g acide
aminé pour 16 g N) du produit fermenté, de quelques levures ct
aliments conventionnels (d’aprés Senez, 1983).

Source de protéine Azote Lys Thr Cys Met Val Ileu lew Phe Try
x 6.25

Référence FAO - 42 28 20 22 42 4.2 48 28 1.0
Produit fermenté 30 68 5.5 06 08 105 4.0 78 48 -
Tourteau de soja 455 2.8 1.9 07 0.6 23 22 35 22 06
Farine de poisson 66.3 4.9 3.0 07 19 37 32 50 29 09
(Euf entier - 65 5.1 24 5.1 7.3 6.7 89 58 16
Saccharomyces 537 82 4.8 1.6 25 55 55 79 4.5 1.2

cerevisiae

Kiuyvercmyces 562 69 5.8 - 1.9 54 40 61 28 14

Sfragilis
Candida utilis 483 7.1 4.7 06 1.0 53 43 70 37 0.04
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Tableau 4.9. Comparaison des profils d’acides aminés du produit fermenté, de celui
des levures Bel (Bui et Galzy, 1990) et du lisier aéré

(Harmon et Day, 1975).

Acides aminés Produit  Levures Lisier Acides aminés Produit  Levures Lisier
(7% matiére séche) fermenté Bel Aéré _(% matiere séche) fermenté  Bel aéré
Phénylalanine 1.78 1.5 1.48 Leucine 291 33 2.79
"Lysine 255 35 142 Acideaspartique 372 4.3 3.73
Histidine 098 1.0 0.47 Sérine 1.96 2.6 2.55
Arginine 2.51 2. 1.28 Acide glutamique 4.8 &3 5.06
Thréonine 202 2.2 1.96 Proline 1.64 1.5 1.29
Valine 39 2.2 2.06 Glycine 2.1 1.9 2.29
Méthionine 0.51 0.8 0.77 Alanine 2.56 - 2.83
Isoleucine 1.48 2.0 1.49 Tyrosine 1.42 1.5 1.17

Tableau 4.10. Composition moyenne du produit fermenté obtenu en régime

continu stationnaire (steady state) & un taux de dilution (D)

; de0.1h’

Solides totaux %

Protéines brutes % (%Nx6.25)
Energie cal/g

Lactose résiduel mg/L

Azote ammoniacal résiduel mg/L
PH

Levures (ufc/ml)

3.25
30
3172.46
56.2
108
4.4
2.8x10°
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Tableau 4.11. Comparaison de la composition minérale du produit fermenté a celle
du lisier aéré (Harmon et Day, 1975) et au niveau maximuir accepté

dans I’aliment pour le porc (Church et Pond, 1988)

5

Eléments (sur Produit fermenté Lisier aéré® N veau accepté dans
base seche) (ODL) I'aliment pour le porc”
Ca % 1.908 3.33 1
"K % 7.385 4.04 2
Na % 2.530 2.75
Mg % 0.476 1.49 0.3
P 2.097 3.83 1.5
Mn ppm 92.74 - 400
Fe ppm 815.52 550 3000
Zn ppm 2016.13 71 1000
Cu ppm 139.11 115 250
Al ppm 85.08 - 200
As ppm 1.242 - 50
Mo ppm 0.685 - 20
Cr ppm 0.202 - 1000
Pb ppm 5.992 - 30
Co ppm 0.347 - 10
Ni ppm 1.613 - 100

? Harmon et Day., 1975
® Church et Pond, 1988
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Figure 4.3. Courbes de dissolution de I’oxygene dans I’eau (A), dans du perméat de

lactosérum (B) et dans le milieu lisier/perméat/levures en fermentation ., 25°C.
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Tableau 4.11. Comparaison de la composition minérale du produit fermenté a celle
du lisier aéré (Harmon et Day, 1975) et au niveau maximum accepw
dans I’aliment pour le porc (Church et Pond, 1988)

Eléments (sur Produit fermenté Lisier aéré® Niveau accepté dans
base séche) ‘ _ (ODL) P’aliment pour le porc”
€a % 1.908 3.33 1

K % 7.388 4.04 2

Na % 2.536 275

Mg % 0.476 1.49 0.3

P % 2.097 3.83 1.5

Mn ppm 92.74 - 400

Fe ppm 815.52 550 3000

Zn ppm 2016.13 71 1000

Cu ppm 139.11 115 250

Al ppm 85.08 - 200

As ppm 1.242 - 50

Mo ppm 0.685 - 20
Crppm 0.202 - 1000

Pb ppm 5.992 - 30

Co ppm 0.347 - 10

Ni ppm 1.613 - 100

* Harmon et Day., 1975
® Church et Pond, 1988
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différentes concentrations dans le bioréacteur. Ce delai permettait la

remontée de ’oxygéne dissout 2 un niveau de 5.5-5.8 ppm.
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de recirculation de 421L/mn.
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Figure 4.10b. Evolution de ’oxygéne dissout et de la température du milieu
lisier/perméat de lactosérum en fermentation sous un régime continu,
a différents débits d’alimentation du bioréacteur 23 cellules

immobilisées, a pH 4.4, sous un débit de recirculation de 42L/mn.



Annexe E

PRINCIPAUX COMPOSES MALODORANTS DU LISIER DE PORC
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CONCLUSION GENERALE

La présente étude aura donc montré qu’d travers un dispositif simple et peu
pcﬁteux‘, des volumes corsidérables de lisier peuvent €étre avantageusement
exploités pour des fins alimentaires. Plus spécifiquement, le lisier peut étre une
source de production de biomasse levurienne riche en protéines s’il est enrichi en
substrats carbonés fermentescibles et traité par un processus de fernientation a€rée.
Cette étude ouvre ainsi une plus large perspective a la facon de disposer de cet

effluent qui est au centre des préoccupations des éleveurs de porcs, des riverains et

des gouvernements.

Contribution a la science

Concretement, le présent ouvrage aura apporté un certain nombre de contributions

originales :

a) Les levures penvent se développer abondamment dans du lisier de porc enrichi
de perméat de lactosérum ;

b) Le perméat de lactosérum peut étre utilis€é comme substrat caiboné
fermentescible pour le biotraitement du lisier de porc ;

c) La levure K. marxianus se réveéle comme étant particulierement apte a croitre

sur un milieu mixte a base de lisier de porc et de perméat de lactosérum ;

" Le systéme 1’aération n’utilise aucune composante mécanique pour comprimer ou souffer ’air. Le
bioréacteur a été congu pour €viter tout barbotage du milieu (aucun cofit pour le contrdle de la mousse) et
fontionne comme une tour de refroissement. I en résulte un équilibre entre le refroidissement did 3



¢)

1Y)

h)

J)

k)

D

Un rapport C/N de 10/1 (ce qui correspond a un mélange d’environ 55% de lisier
avee 45% de perméat, vol/vol) suffit pour assurer une croissance abondante des
levures

Ln pH 4.5 s’est montré concluant quant au contrble de la mousse. En fair, le
controle de la mousse n’entraine aucun coilt puisque le réacteur a été congu de
maniére 4 prévenir toute turbulence ou barbotage du milieu de fermentation ;
Nous avons contribué au développement d’un bioréacteur a cellules
immobilisées présentant un certains nombres de caractéristiques qui font son
originalilé ;
Le bioréacteur peut supporter divers stress sans conséquence irréversible sur ses
performances et I’activité des cellules immobilisées (annexe D);
Ce bioréacteur, bien que ne nécessitant aucun dispositif particuli~r (par de
compresseur ou de soufflante) se révele trés performant quant a ’aération du
milieu, et quant a la production de biomasse levurienne ;
Le dispositif que nous avons mis au point pour produire le milieu fermenté
s’avere trés économique et facilement utilisable sur une ferme porcine ;
Le dispositif a été testé avec succes pendant une année de fonctionnement
continue a I’échelle pilote sans bris significatif ;
Le procédé fonctionne en continu et peut &tre stabilisé par le contrdle de deux
parametres :

vitesse de pompage des susbtrats
I’ajout d’acide au moyen d’un titrateur automatique ;

Le processus de fermentation conduit & la production d’un milieu désodorisé€ ;

m) I a été démontré que la biomasse levurienne produite & partir du lisier de porc

est riche en protéines et présente un bon profil en acides aminés essentiels ;

I'évaporation partielle du milieu et I’élévation de la température. Le produit fermenté sera servi directement
aux porcs, évitant ainsi les cofits de centrifugation ou de filtration.



Méme si nous n’avons aucune inquiétude quant a I'impact d’un> telle alimentation
sur les porcs (certaines études précitées ayant établi que les porcs peuvent, sans
conséquence sensible étre alimentés de lisier simplement aéré), nous espérons tout
de méme qu’une prochaine étude s’intéressera plus spécifiquement & la question de
savoir comment les porcs qui regoivent la biomasse levurienne ainsi produite
comme supplément alimentaire pourront en pratique se comparer avec ceux qui n’en
" ont pas regue, en terme de poids, de masse musculaire, de graisse, de gofit, de sauté
etc. Des études sur le caractére probiotique du milieu fermenté lorsque servi a des
porcs en croissance pourrait étre faite. En outre, une pasteurisation du milieu
fermenté pourrait étre envisagée de maniére & minimiser les risqucs pour la santé des

porcs de fagon 2 inactiver les levures et améliorer leur digestibilité.
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ANNEXES

Annexe A

DIFFERENTS PALIERS DE VALORISATION DES SOUS PRCDUITS
INDUSTRIELS

...............................
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Annexe B

CALCUL DU RAPPORT CARBONE :AZOTE

LACTOSE

342 g de lactose / mole de lactose et 144 gde carbone ( ¢)/ mole de lactose

% massique = 144 g C/mole de lactose = 41%
342 g lactose/mole de lactose

41 g C /100 g lactose

AMMONIAC (NH;)

17 g ammoniac /mole ammoniac et 14 g d’azote (N) / mole d’ammoniac

% massique =14 g N/ mole ammoniac =78%
17 g ammoniac/mole aramoniuc

78 g N/100g ammoniac




48 g lactose /L

7 /)

Quantité
Qc=1L/h
48 g lactose/h

2.5 g NHy/L

/lisie}/

/

@ Qn = 1L/

2.5 g NHy/h

fermenteur

Exemple A : composition du milieu LP

C=0Qc =1 Lsolutierperméat’¥ X 48 g lactose
N On 1L soluti&%sierfh/ 1 L solutio

-

X 1L listér

erméat 2.5 g NH;

206
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=48 o T X 41 gC/w/ X 100 g NHT
2.5 05 %3 100 g lackoSe 78 gN

= 48 x 4] L@O/gc
2.5x/106’x78 gN

g C =C massique =10 |
N N

o
o

Exemple B : composition de I’effluent (milieu fermenté)

150 mg lactose / L
100 mg NH3 /L.

= 150 matacGse  x 41 mo C x 100 meNH3

100 mg NH3 100 mg JaetGse 78 mg N

=150x41mgC =0.3mgC
100 x78 mg N mg N

g C = Cmassique =0.8
gN N
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Annexe C

SCHEMA D'ECOULEMENT ACTUEL DU LISIER DANS LES PORCHERIES

PORCHERIE
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Annexe D

STABILITE DU BIOREACTEUR

'3

Le bioréacteur peut supporter divers stress sans quc ses performances en soient

affectées de fagon irréversible. .

En effet le bioréacteur complet (coquille et supports) a été entreposé pendant
trois semaines O des températures de congélation variant de ~20° 4 —=5°C. Une fois
réinstatlé & tempdrature ambiante (~22°C), les cellules ont repris leur activité si bien
que le bioréacteur n’a pas eu besoin d’un nouvel inoculum de levures pour continuer

de fermenter eftficacement le lisier et le lactosérum.

Le réacteur a aussi été soumis au cours des phases de démarrage en culture
batch et fed-batch, a des fluctuations extreémes de pH (2 4 8) sans conséquences
irréversibles sur 'activité des cellules et I'efficacité de conversion des substrats.
Tout au plus avons nous observé un certain ralentissement de ['activité qui

redevenait normal en 24 2 48 h.

Les résultats obtenus en contrélant grossie¢rement le pH du milieu (voir tableau 3.3)
indiquent que le maintien de ce dernier & 4,5 a nécessité une forte consommation
d’acide inorganique; en effet, il & fallu régulitrement en rajouter pour maintenir le
pH au niveau désiré, celai-ci ayant constamment tendance a remonter au dela de 4,5,
I'optimum visé, Cette situation, si elle n’était pas corrigée, pourrait engendrer des

cofits de fermentation importants
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Annexe D

STABILITE DU BIOREACTEUR

”

Le bioréacteur peut supporter divers stress sans que ses parformances en coient

affectées de fagon irréversible.

En effet le bioréacteur complet (coquille et supports) a été entreposé pendant
trois semaines a des températures de congélation variant de --20° & —3°C. Une fois
réinstallé A température ambiante (~22°C), les cellules ont repris leur activité si bien
que le bioréacteur n’a pas eu besoin d’un nouvel inoculum de levures pour continuer

de fermenter efficacement le lisier et le lactosérum.

Le réacteur a aussi été soumis au cours des phases de démarrage en culture
batch et fed-batch, 4 des fluctuations extrémes de pH (2 & 8) sans conséquences
irréversibles sur 'activité des cellules et ’efficacité de conversion des substrats.
Tout au plus avons nous observé un certain ralentissement de Pactivité qui

redevenait normal en 24 2 48 n.

Les résultats obtenus en contrdlant grossiérement le pH du milieu (voir tableau 3.3)
indiquent que le maintien de ce dernier a 4,5 a nécessité une forte consommation
d’acide inorganique; en effet, il a fallu réguli¢rement en rajouter pour maintenir le
pH au niveau désiré, celui-ci ayant constamment tendance a remonter au dela de 4,5,
I’optimum visé. Cette situation, si elle n’était pas corrigée, pourrait engendrer des

colts de fermentation importants
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L’utilisation d’une forte quantité d’acide pour raintenir le pH autour de 4,5 peut

s’expliquer par un pouvoir tampon élevé du milieu (90-100 ml de HCi pour faire

baisser le pH de 3 4 5 unités). A cet effet et selon Owen (1989), les orthophosphates

(qui constituent une composante non négligeable du perméat de lactosérum)

contribueraient au pouvoir tampon du milieu de culture.

Tableau 3.3: Influence d’un contrdle grossier du pH sur la croissance des levures

en suspension dans le perméat de lactosérum en fermentation (30 L).

Temps Nombre de pH avant HC! concentré pH aprés Température
(jours) Levures (cfu/ml) Neutralisation  ajouté (ml) neutralisation  (°C)
T=0 5.5x10° 8.2 90 5.1 32
T=1 1.2x10’ 8.2 100 2.8 34.2
T=2 2.6x10 6.8 50 4.9 333
T=3 5.7x107 5.9 40 4.2 32
T=4 6.1x10’ 5.6 20 4.4 29.3




